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CARACTERIZACION DE GENES CODIFICANTES DE GLICOSIDASAS DE
PARED CELULAR RELACIONADAS AL CRECIMIENTO Y A LA
MADURACION DE PRUNOIDEAS

RESUMEN

La arabinosa es el principal aztcar neutro no celuldsico de la pared celular de durazno (Prunus
persica (L.) Batsch) y de ciruela japonesa (Prunus salicina Lindl), observandose una pérdida
neta de arabinosa tanto durante la maduracion y el ablandamiento como en etapas previas a
dicho proceso. Las a-L-arabinofuranosidasas y a-L-arabinofuranosidasas/B-bp-xilosidasas son
enzimas responsables de estas modificaciones en la pared celular. En este trabajo se
caracterizaron genes codificantes de glicosidasas de pared celular de Prunus persica [L.]
Batsch y de Prunus salicina Lindl. Se obtuvieron clones completos de ADNc desconocidos de
durazno (PpARF1) y de ciruela japonesa (PSARF/XYL). Ademas, el gen PSARF/XYL fue clonadoy
secuenciado. PsARF/XYL presentd dos variantes de ARNm maduro, uno completamente
spliceado y otro con un intron terminal retenido, probablemente debido a splicing
alternativo. La proteina deducida a partir de este ultimo, resulta en un péptido truncado en su
porcidn carboxi-terminal que podria alterar su funcionalidad pero que no implica la pérdida
de los aminoacidos del sitio activo. También se obtuvieron secuencias parciales de un gen de
ciruelo japonés denominado PsARF1 (por su homologia con PpARF1) el cual fue incluido en los
analisis de expresidn génica. Reacciones de RT-PCR para el gen PsARF/XYL en distintas fases
de la ontogenia y maduracién del fruto reveld una expresidon diferencial de los dos
transcriptos alternativamente spliceados. Aunque PsARF1 se expresa durante el climaterio,
se inhibe fuertemente ante tratamientos con etileno. En todos los casos analizados, los
transcriptos se detectaron en otros tejidos de la planta, tanto vegetativos como
reproductivos. Los resultados sugieren fuertemente que la expresidn de estos genes de pared
celular se encuentra regulada a nivel transcripcional y postranscripcional en distintos tejidos y
estados de desarrollo y que el etileno, hormona de la maduraciéon en frutos climatéricos,
podria participar en esa regulacién.

Palabras claves: a-L-arabinofuranosidasa, B-p-xilosidasa, Prunus persica, Prunus salicina,
maduracion, ablandamiento, etileno, expresion génica, splicing.



CHARACTERIZATION OF GENES ENCODING CELL WALL GLYCOSIDASES
RELATED TO GROWTH AND RIPENING OF PRUNOQOIDEAS

ABSTRACT

Arabinose is the major non-cellulosic neutral sugar in the peach (Prunus persica (L.) Batsch)
and Japanese plum (Prunus salicina Lindl) cell wall and a net loss of arabinose residues occurs
during ripening and softening and even in stages prior to this process. The a-L-
arabinofuranosidases and a-L-arabinofuranosidase/B-b-xylosidases are enzymes responsible
for these changes in the cell wall. In this work we characterized genes encoding cell wall
glycosidases of Prunus persica [L.] Batsch and Prunus salicina Lindl. We obtained unknown full
cDNA clones of peach (PpARF1) and Japanese plum (PsARF/XYL). In addition, the gene
PsARF/XYL was cloned and sequenced. PsARF/XYL presented two variants of the mRNA, a
completely spliced and another terminal intron retained probably due to alternative splicing.
The protein deduced from the latter, resulting in a truncated peptide at its carboxy-terminal
portion that could affect their functionality but that does not involve the loss of active site
amino acids. Partial sequences of a gene called PsARF1 of Japanese plum (given its homology
with PpARF1) were also obtained, which was included in the analysis of gene expression.
PpARF1 expression was detected in mesocarp throughout development and ripening at
different levels. RT-PCR reactions for gene PsARF/XYL at different ontogenic and fruit ripening
stages showed a differential expression of two alternatively spliced transcripts. Although
PsARF1 is expressed during the climateric stage, it is strongly inhibited when ethylene
treatment is applied. In all cases analyzed, transcripts were detected in other vegetative and
reproductive tissues. The expression of both PsARF/XYL transcripts was detected in flower
organs, roots and leaves. Results strongly suggest that the expression of these cell wall genes
is regulated at the transcriptional and postranscriptional level in different tissues and
developmental stages and that ethylene, the ripening hormone in climacteric fruit, could be
involved in the regulation of these enzymes.

Keywords: a-L-arabinofuranosidase, B-D-xylosidase, Prunus persica, Prunus salicina, ripening,
softening, ethylene, gene expression, splicing.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El cultivo de Prunoideas en Argentina

Si bien la “fruticultura de carozo” no es la actividad fruticola mas importante a nivel
nacional - encabezada por la produccién de citricos y de Maloideas — el cultivo de
Prunoideas se extiende ampliamente en las regiones argentinas de Cuyo (principalmente
Mendoza), del Litoral (en especial Buenos Aires) y en la region sur (en particular en el
Valle del Rio Negro y Neuquén). A demds, existen superficies cultivadas en el norte del
pais (Misiones y Jujuy) y en localidades como el valle de Los Antiguos en la provincia de
Santa Cruz (produccidn de cerezas). Se proyecta un incremento en la superficie cultivada
con duraznos y ciruelos esperandose para el ano 2015 mas de 37.000 y de 33.000 ha

respectivamente (Sozzi, 2007).

Las exportaciones de durazno han experimentado un incremento importante en los
ultimos afios, ya que ademas de la oferta a los paises del Mercosur, se suman las
demandas del Reino Unido, de Espafia y de los Paises Bajos. El duraznero se cultiva en
regiones climaticamente diversas, pero la mayor concentraciéon se presenta en las
provincias de Mendoza, Buenos Aires, Santa Fe, Rio Negro y Cérdoba. En los ultimos
afos, se han incorporado otras zonas al panorama productivo como Corrientes y Salta.
Estas provincias se han concentrado en el desarrollo de cultivares de maduracion
temprana y extra-temprana. Entre las especies frutales de clima templado, el duraznero
es uno de los que presenta mayor riqueza varietal y, en la Argentina, se ve potenciado
por la gran superficie y tierras con clima que favorece su produccién en diferentes

momentos del afio.

La superficie cultivada con ciruelos se expandié notablemente en los ultimos afios,
especialmente en las provincias de Mendoza y de Rio Negro, donde se han radicado
grandes emprendimientos y se han ampliado los ya existentes, con lo cual se logré una
mayor capacidad de produccién y de almacenamiento. Esta especie cuenta con una

amplia gama de variedades de maduracién temprana a tardia. Ofrece frutos jugosos,
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medianos a grandes, de color rojo oscuro a ambar segun los cultivares, alto contenido de
azucar y baja acidez. En su mejoramiento, se pone énfasis en lograr tolerancia al estrés
mecanico generado durante el transporte y a largos periodos de conservacién en frio.
Entre los desafios productivos mas generalizados que enfrenta el sector se encuentran
ciertas deficiencias en la calidad de la fruta, la marcada limitacién en el tiempo admisible
de conservacion frigorifica de duraznos y ciruelas japonesas por desérdenes fisioldgicos
(un problema de alcance mundial) que limita las exportaciones a mercados de ultramar,
la relativamente escasa oferta de pies de injerto y de variedades adaptadas a cada zona
de produccién que den lugar a fruta de calidad de exportacion y las pérdidas producidas
por adversidades meteoroldgicas (heladas y granizo), a las que se suman los problemas

fitosanitarios y las plagas cuarentenarias (Sozzi, 2007).

1.2 Caracteristicas generales de los frutos

Los frutos son una parte esencial de la dieta humana y de la nutricion, suplementando
vitaminas, minerales, fibras, lipidos y otros compuestos bioactivos para la promocién de
la salud y la prevencion de enfermedades. Algunos frutos, tales como damascos,
duraznos, manzanas y bayas no solo son ricos en nutrientes esenciales sino también en
fibras y azUcares naturales.

Los frutos son normalmente cosechados luego de alcanzar su madurez fisioldgica,
cuando el desarrollo se ha completado y el crecimiento cesa. Luego, el fruto madura
adquiriendo caracteristicas organolépticas de consumo. Durante este proceso el fruto
experimenta profundos cambios de textura, color, sabor y aroma. Los cambios texturales
gue ocurren durante la maduracion de la mayoria de los frutos estan relacionados con
los cambios de estructura y composicién de la pared celular (Harker et al., 1997). Estos
cambios incluyen modificaciones de la estructura y de la composicion de los
polisacaridos constituyentes que han sido correlacionadas con la expresion de un
conjunto de hidrolasas y transglicosidasas, y con la potencial alteracidon de interacciones
covalentes y no covalentes entre las distintas clases de polisacaridos.

Los polisacaridos de la pared celular se clasificaron en: pectinas, glicanos de matriz y
celulosas. Otros constituyentes adicionales de la pared, menores por la proporcion de su
participacidn mas no por su importancia metabdlica, incluyen un amplio rango de

proteinas enzimaticas, compuestos hidrofébicos y moléculas inorganicas.
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Se ha observado en la pared celular solubilizacion y despolimerizacion de polisacaridos
de la mayoria de los frutos frescos, pero el grado y el tiempo que tardan estos procesos
en ocurrir pueden variar entre especies e incluso entre cultivares distintos de una misma

especie, causando diferentes tasas de ablandamiento.

1.2.1 Drupas

Las drupas estdn compuestas por un mesocarpo grueso y carnoso y un endocarpo cuyo
tejido se caracteriza por ser pétreo, duro, conformado por varias capas de esclereidas,
constituyendo la parte del fruto que alcanza primero el tamafio maximo. El epicarpo es
el tejido externo vulgarmente conocido como “piel” (Chalmers y Van Den Ende, 1975),
cuya funcién principal es la de proteccidon frente al estrés causado por diferentes tipos

de agentes bidticos y abidticos.

El duraznero (Prunus persica (L.) Batsch), debido a su fruto, es la especie de la subfamilia
Prunoideae mas valorada en la fruticultura. El mejoramiento genético de las especies del
género Prunus incluye el logro de un fruto de alta calidad con una larga vida de
almacenamiento (Srinivasan et al., 2005). Prunus salicina Lindl, también llamado ciruelo
japonés, es un pequefio arbol originario de China del cual existen diferentes variedades
cultivadas y cuyos frutos son consumidos frescos mayoritariamente debido a sus
caracteristicas de sabor y a que sus propiedades no lo hacen apto para la conservacién
industrial. El ciruelo japonés despertd un interés particular debido al creciente nimero
de variedades nuevas que permiten la diversificacién, tanto del momento de cosecha

como de las caracteristicas de la fruta.

1.2.1.1 Caracteristicas de crecimiento

Los frutos de carozo poseen un patrén de crecimiento que se describe como dos curvas
sigmoideas sucesivas. Este tipo de patrédn se caracteriza por dos etapas de rapido
crecimiento separadas por una fase intermedia en la cual el crecimiento del fruto es muy
escaso. Durante la primera etapa de rapido crecimiento (fase | o etapa de crecimiento
exponencial), el ovario y su contenido crecen de forma mds que proporcional, salvo el
embrién y el endosperma, principalmente como resultado de la divisién celular. Este

periodo inmediatamente posterior a la floracién es critico para el tamafio final del fruto.
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Cualquier estrés ambiental (calor, frio, deficiencias hidricas o de nutrientes) tienden a
acortar esta fase y a afectar el tamafio final del fruto (Sozzi, 2007). La segunda etapa
(fase 1l) que semeja un “plateau”, se caracteriza por el crecimiento del embrién y el
endosperma, la esclerificacion (“endurecimiento”) del endocarpo, y un escaso
crecimiento de la pared del ovario. En esta etapa, el fruto incrementa su tamafo
lentamente, pero el embridon crece rdpidamente dentro del carozo en vias de
esclerificacion. En la tercera etapa (fase Ill) tiene lugar un crecimiento rapido del
mesocarpo que promueve un rapido incremento en el tamafio y peso del fruto. Le sigue
una cuarta etapa (fase IV) en que se produce la maduracion del fruto (Sozzi, 2007). En la
Fig. 1.1 se muestra un esquema de las fases de desarrollo del fruto considerando el peso
fresco del mismo y en la Fig. 1.2 se muestran la flor y del fruto de duraznero en
desarrollo. Si bien las curvas de crecimiento en drupas siguen este patron tipico, la

extension de estas fases varia segun el fruto.

Peso/Fruto

Tiempo

Fig. 1.1: Esquema de una curva de crecimiento tipica de una drupa en desarrollo. Se indican las
distintas fases de crecimiento; I: Fase de division celular, II: Esclerificacion del endocarpo, llI:
Expansion celular, IV: maduracion.
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Fig. 1.2: Flor y fruto de durazno en
desarrollo (adaptado de http://www.inia.cl).
El fruto se encuentra en la fase | de
crecimiento.

Zuzunaga et al. (2001) describieron los patrones de crecimiento de dos cultivares de
ciruela japonesa: ‘Golden Japan’ y ‘Santa Rosa’. En ambos cultivares el crecimiento del
fruto siguid una curva sigmoidea doble. El fruto alcanzé su tamafio final en ‘Santa Rosa’ a
las 10 semanas y en ‘Golden Japan’ a las 11 semanas. Durante el periodo completo, la
tasa de crecimiento del fruto fue significativamente mas alta en ‘Santa Rosa’ (5,46 g por
semana), que en ‘Golden Japan’ (3,38 g por semana). Durante el desarrollo de esta tesis
se realizd un seguimiento ontogénico de ciruela japonesa ‘Gigaglia’, cultivar autéctono y
poco difundido, de maduracién temprana, que resulté en curvas de crecimiento
similares.

En duraznos de la variedad ‘Springcrest’, se describio el patréon de crecimiento de los
frutos resultando, como en otras especies de Prunoideas, una curva sigmoidea doble
(Tonutti et al., 1997). Se determind un primer estado S1 que corresponde a 34 dias
después de plena floracién (Ddpf) momento donde ocurre la aparicion del fruto y el final
de la fase de crecimiento exponencial inicial, S2 corresponde a 39 Ddpf - fase
estacionaria de crecimiento-, S3 temprano y S3 tardio corresponden a 48 Ddpf y 67 Ddpf
respectivamente - fases de expansién celular -, S4 corresponde a 74 Ddpf cuando el fruto

alcanza su tamanio final pero se encuentra inmaduro (etapa preclimatérica).

1.3 El etileno y la maduracidon en frutos climatéricos

El etileno es considerado “la hormona de la maduracion” en un importante grupo de
frutos denominados “climatéricos”. Los duraznos y ciruelas generalmente se clasifican
como frutos climatéricos, dado que se caracterizan por la produccién autocatalitica de

etileno y un incremento de la tasa respiratoria durante la maduracién, aunque existen
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excepciones en las que este comportamiento no se observa. Muchos de los procesos
ocurridos durante la maduracién y el ablandamiento del fruto son regulados por el
etileno. Esta hormona se obtiene a partir de una ruta de biosintesis relativamente simple
en la cual el aminoacido metionina (MET) se convierte en S-adenosil metionina (SAM)
por adicién de adenina (Fig. 1.3). Este paso requiere ATP y es catalizado por la enzima
SAM sintetasa. A su vez, la SAM se convierte en acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC), por accion de la enzima ACC sintasa. La ACC sintasa existe en varias isoformas
codificadas en cada especie por una familia multigénica. La produccién de ACC es el paso
regulatorio clave de la ruta de la biosintesis de etileno, por lo cual es una reaccion
altamente regulada. La presencia de etileno en si aumenta la actividad de ACC sintasa
provocando una produccidon autocatalitica del etileno. En el paso final de sintesis de
etileno, el ACC es oxidado por la enzima ACC oxidasa para formar C,H,4, por lo cual esta
reaccion depende de la presencia de oxigeno. Al igual que la enzima ACC sintasa, la ACC
oxidasa es codificada por una familia multigénica. El nivel de la actividad de ACC oxidasa
se incrementa fuertemente en frutos climatéricos en maduracion y en respuesta a la
exposicion al etileno (Yang y Oetiker, 1998).

En general, se asume que los cambios asociados con la maduracion de los frutos
climatéricos, tales como las modificaciones en el color, el aroma, la textura y el sabor,
son controlados por el aumento de la produccién de etileno (Lelievre et al., 1997). En
frutos no climatéricos, el etileno tiene una implicacidon baja durante la maduracion y se
cree que tanto las poliaminas como el acido abscisico (ABA) podrian desempefiar un
papel importante en el desarrollo y la maduracion de estos frutos (Zuzunaga et al.,
2001). Aunque los duraznos y ciruelas generalmente se clasifican como frutos
climatéricos, se han observado, sin embargo, dos comportamientos distintos de
maduracion al analizar diferentes cultivares. Abdi et al. (1997), encontraron que los
cultivares de ciruela japonesa ‘Beauty’ y ‘Gulfruby’ mostraban patrones tipicos de
maduracion de los frutos climatéricos, con un pico en la produccion de etileno y de CO,,
mientras que los cultivares ‘Shiro’ y ‘Rubyred’ exhibieron un fenotipo con “climaterio
suprimido”, sin ninguin aumento en la tasa de respiracion o en la produccion de etileno
relacionados a la maduracion.

Zuzunaga et al. (2001), describieron un cultivar de ciruelo japonés de climaterio

suprimido (‘Golden Japan’) con baja emision de etileno durante el crecimiento y la
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maduracion del fruto. En contraste, la emisién de etileno se incrementaba en ciruelas
‘Santa Rosa’ luego de 9 semanas de crecimiento (variedad climatérica) vy, de forma
concomitante, evidenciaban cambios de color y en el indice de maduracién (calculado
como la relacién entre los sélidos solubles totales y la acidez del fruto). No obstante, la
firmeza comenzaba a decaer antes del comienzo del pico autocatalitico de etileno, lo
cual podia indicar que el etileno no estimulaba la actividad de las enzimas que degradan
la pared celular. En ciruelas ‘Santa Rosa’, los niveles de ACC (precursor en la biosintesis
de etileno), tenian un comportamiento similar al etileno, aumentando a partir de la
semana 8 de crecimiento. El aumento de la produccién de etileno fue precedido por un
aumento en los niveles de ACC, lo que indica un aumento de la actividad de la enzima
ACC sintasa y probablemente en la actividad de la ACC oxidasa también, como se ha

demostrado que ocurre en otros frutos climatéricos (Yang y Oetiker, 1998).
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Fig. 1.3: Ruta de biosintesis del etileno y el ciclo de la metionina. MET, metionina; ACC, acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico; Ade, adenina; SAM, S-adenosil-L-metionina (adaptado de

Bleecker y Kende, 2000).
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1.4 Parametros de madurez utilizados durante la postcosecha

El momento de la cosecha es un factor muy importante para determinar la calidad del
fruto y su aceptacion por parte de los consumidores. La cosecha de los frutos en una
etapa temprana de madurez puede dar lugar a un producto que tiene buen aspecto,
pero es pobre en sabor y aroma. Por otra parte, la fruta cosechada tardiamente madura
con tanta rapidez que no llega en buen estado a los puestos de venta. Por lo tanto, para
garantizar la éptima calidad de la fruta en postcosecha, es necesario contar con ciertos
indices que permitan establecer la etapa de madurez del fruto con precisiéon (Abdi et al.,
1997).

Una serie de parametros como el color de la piel, la textura de la mesocarpo, los sélidos
solubles totales (SST), la acidez, los metabolitos volatiles responsables del aroma y la
producciéon de etileno y CO,, se utilizan para determinar la madurez de la fruta en
cosecha (Crisosto, 1994). Sin embargo muchos de estos parametros varian entre
cultivares, la produccién de la zona y también entre temporadas (Kader y Mitchell,
1989). Los SST vy la acidez titulable cambian con la posicidn en el arbol, con la variedad y
entre temporadas (Crisosto, 1994; Abdi et al., 1997). La calidad del fruto resulta de una
combinacidn Unica de caracteristicas organolépticas (Crisosto et al., 2002) aunque la
firmeza, usualmente medida con un penetrémetro, es el mejor indicador del grado de
maduracion del fruto y una buena forma de estimar el tiempo potencial de conservacion
sin deterioro del producto (Srinivasan et al., 2005). Aunque no se considera la firmeza
mas importante que el sabor o el aroma de los frutos, los factores que controlan los
cambios de firmeza fueron estudiados mas exhaustivamente. Esto se debe a que, un
ablandamiento prematuro del fruto asegura un rapido deterioro del mismo durante el
almacenamiento, aumentando su susceptibilidad a dafios mecanicos o a dafos
provocados por patdgenos.

En algunas variedades de frutas de carozo, los cambios en el color de la piel pueden ser
indicadores utiles de la maduracion (Kader y Mitchell, 1989). Sin embargo, muchas
variedades de ciruela desarrollan su pigmentaciéon temprano en el crecimiento y por lo
tanto, este atributo puede ser de poco valor en la determinaciéon del momento de

cosecha. En ciruelas japonesas ‘Gigaglia’, se determind una correlacidén positiva entre la
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pérdida de firmeza y los cambios de color, ocurriendo ambos sucesos de forma

concomitante con la produccidn de etileno climatérico (Ponce et al., 2010).

1.5 Estructura y composicion de la pared celular vegetal

Las células vegetales en crecimiento deben su forma a una pared extensible formada por
una matriz compleja de polisacaridos y proteinas. La pared actia como un exoesqueleto
que otorga a la célula vegetal su forma y le permite soportar altas presiones de
turgencia. Participa en la adhesién, en sefnales célula-célula, en defensa y en numerosos
procesos de diferenciacion y crecimiento (Crosgrove, 1997). La importancia de la pared
celular se revela en el inmenso niumero de genes que estarian involucrados en la
biogénesis, ensamblado y modificacion de la misma (Carpita et al., 2001).

La pared primaria se ha caracterizado usualmente como una estructura polimérica en la
gue se insertan microfibrillas de celulosa cristalina, en una matriz compleja de
polisacaridos altamente hidratada, con pequefias cantidades de proteinas estructurales
intercaladas en ella (Fig. 1.4). La pared de las células vegetales se compone
aproximadamente de un 30% de celulosa, 30% de glicanos de matriz (usualmente
denominados hemicelulosas), 35% de pectina y un 1-5% de proteinas estructurales, en
base al peso seco, aunque existen desviaciones sustanciales de estos valores segun la
especie (Crosgrove, 1997).

La celulosa es un polimero lineal formado por unidades de b-glucosa unidas por enlaces
glicosidicos [3-(1-4). Estos glucanos lineales se asocian entre si mediante puentes de
hidrogeno para formar microfibrillas de celulosa de al menos 36 cadenas de glucanos.
Dada su estructura, la celulosa juega un papel importante en la determinacién de la
fuerza y la ordenacion de la pared celular.

Las hemicelulosas conforman un grupo heterogéneo de glicanos no cristalinos que se
encuentran inmersos en la estructura de la pared celular (glicanos de matriz). Por lo
general son solubilizados de las paredes libres de pectinas mediante el uso de un dlcali
fuerte (NaOH 0,1-4 M), aunque también se pueden encontrar en forma soluble en la
suspension de cultivos celulares. El glicano de matriz mas abundante y mejor estudiado
de la pared primaria de dicotileddneas es el xiloglucano, un polimero ramificado

formado por un esqueleto de restos de D-glucosa unidos por enlaces glicosidicos [3-(1-4)
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con cadenas laterales cortas que contienen xilosa, galactosa y, a menudo, una fucosa
terminal. Los glicanos de matriz impiden que las microfibrillas de celulosa se unan entre
si al actuar como una capa lubricante que impide contacto directo entre microfibrillas
(Crosgrove, 1997). Debido a que los xiloglucanos tienen una longitud mayor (50-500
nm) al espacio existente entre microfibrillas de celulosa (20-40 nm), estos polimeros
tienen la potencialidad de unir microfibrillas de celulosa formando un “puente” entre
ellas. Otros polimeros pueden ser hallados en la fraccién de matriz de glicanos de la
pared celular como son los arabinanos/galactanos, mananos y arabinoxilanos.

Las pectinas son los polisacaridos mas solubles de la pared y pueden ser extraidas con
agua caliente o con agentes quelantes de calcio. Al igual que las glicanos de matriz,
también constituyen un grupo heterogéneo de polisacdridos, que se caracterizan por
contener azucares acidos como el acido glucurénico y el acido galacturénico. Algunas
pectinas tienen una estructura primaria relativamente simple, tales como los
homogalacturonanos (polimeros lineales de acido galacturénico (3-(1-4)), con residuos
ramnosilos ocasionales (en el ramnogalacturonano) que provocan una torcion en la
cadena. Estos polisacaridos forman una fase de gel en la cual se encuentra inmersa la
red de celulosa/glicanos de matriz. La pectina puede actuar como un gel hidrofilico de
relleno para evitar la agregacion y el colapso de la red de celulosa (Jarvis, 1992) y en la
modulacidon de la porosidad de la pared celular (Baron-Epel et al., 1988). El papel exacto
de las proteinas estructurales sigue siendo motivo de especulacién.

El mas abundante, y a veces obviado, componente de la pared celular, es el agua, que
constituye las dos terceras partes de la masa en los tejidos en crecimiento. El agua se
encuentra principalmente en la matriz (75-80%), lo que sugiere que la misma tiene las
propiedades de un hidrogel relativamente denso (Carpita et al., 2001).

A partir de estudios de microscopia, desde hace tiempo se sabe que la celulosa se
sintetiza en la membrana plasmatica (Brown et al., 1996), mientras que la matriz de
polisacaridos es sintetizada por el aparato de Golgi y secretada de las vesiculas a la pared
(Staehelin y Moore, 1995). Sin embargo, las enzimas de membrana responsables de

estas actividades de sintesis han demostrado ser muy dificiles de caracterizar.
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Fig. 1.4: Modelo simplificado de la pared celular primaria de las plantas, mostrando los
principales polimeros estructurales y su probable disposicion en la pared. Las microfibrillas de
celulosa contienen regiones no cristalinas que interaccionan con glicanos de matriz. Las pectinas
forman un espacio de gel hidrofilico entre microfibrillas contribuyendo a la estructura general de
la pared celular (adaptado de McCann y Roberts, 1991)

1.6 El metabolismo de la pared celular y el ablandamiento del fruto

El ablandamiento y los cambios texturales que ocurren durante la maduracion
organoléptica del fruto (‘ripening’) son caracteristicos de cada especie y se deben
principalmente a diferencias en la composicidn y en el grosor de la pared celular (Harker
et al., 1997). En dicho proceso, ocurre la acumulacidon de pigmentos, de compuestos
volatiles responsables de los aromas, acidos orgdanicos y azucares, en combinacion con
una serie de cambios en la firmeza y en las propiedades texturales del fruto (Brummell,
2006). En general se asume que ocurren modificaciones en la pared celular que
conllevan a cambios en la firmeza y textura del fruto, pero el tipo y grado de magnitud
de estas alteraciones varia considerablemente entre especies. La disminucién de la
firmeza del fruto se debe en gran parte al desensamblado de la pared celular con la
consiguiente pérdida de rigidez y de adhesidn intercelular. Esto ocurre en la mayoria de
los frutos en ausencia de crecimiento (e.g. tomate, durazno) aunque el crecimiento vy el
ablandamiento ocurren simultdneamente en algunas especies como uvas y frutillas

(Brummell, 2006).
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Por otro lado, el proceso de ablandamiento, también involucra una reduccion en la
presion de turgencia (Shackel et al., 1991; Harker y Sutherland, 1993), probablemente
debido a una acumulacién de solutos osmoéticos en el apoplasto y a la pérdida de agua
(deshidratacion) del fruto. La disminucion de la presion de turgencia impide la expansion
de la pared y contribuye a la alteracion de las propiedades texturales del fruto

(Brummell, 2006).

Se sostiene que la membrana plasmatica juega un papel significativo tanto en el
transporte de enzimas y materiales de pared celular como en la regulacién de la presion
de turgencia (Harker et al, 1997). La expresion de acuaporinas durante el
ablandamiento constituye un ejemplo de la contribucién presumptiva en el
mantenimiento de la turgencia del fruto (Mut et al., 2008). No obstante, la pérdida de
firmeza es principalmente atribuida a la degradacion de la pared celular como resultado
de la solubilizacién y/o despolimerizacion de constituyentes de la pared celular
(Brummell et al., 2004). Los polisacaridos pécticos y hemicelulésicos de la pared celular
primaria muestran una gran variedad de conversiones dependientes de genotipo

durante el crecimiento y la maduracion del fruto (Brummell et al., 2001; 2006).

Cuando se examinan por microscopia electrénica las células de un fruto en estado de
ablandamiento, el primer cambio visible es la disolucidon de la lamina media (Hallett et
al., 1992), capa rica en pectinas presente entre células que provee conexiones
intercelulares (Jarvis et al., 2003). Esto es seguido por la disrupcién de la pared celular
primaria lo cual indica que ha ocurrido una degradacién significativa. Generalmente esto
se acompafia por un area reducida de contactos intercelulares y espacios aéreos amplios

entre células (Hallett et al., 1992).

Estudios detallados sobre el metabolismo de polisacaridos de la pared celular en las
llamadas “especies modelo” (principalmente tomate y frutilla) han profundizado el
conocimiento actual sobre el ablandamiento de los frutos pero la aplicabilidad de estos
modelos a otras especies es aun objeto de debate. De hecho, la hipdtesis de que el
metabolismo de la pared celular es un proceso altamente conservado es dificil de
compatibilizar con la significativa variabilidad entre especies o tejidos en términos de la

forma y de los cambios en los polisacaridos de la pared celular y en su regulacion.

24



Algunas modificaciones relacionadas a la maduracién parecen ser universales, como la
despolimerizacién de los glicanos de la matriz pero otras ocurren en diferentes grados o
estdn ausentes segun la especie. Por ejemplo, en la mayoria de las especies se observa
una disminucién en el contenido de galactosa y arabinosa en la pared celular durante el
ablandamiento. Sin embargo, en pepinos y ciruelas no hay pérdida de galactosa durante
dicho proceso y la pérdida de arabinosa es menor o inexistente en especies como
manzanas y damascos (Gross y Sams, 1984). De forma similar, la despolimerizacién de
pectinas unidas idbnicamente es practicamente indetectable durante la maduracién en
frutilla y banana (Huber, 1984; Wade et al., 1992), relativamente leve en meldn
(McCollum et al., 1989; Ranwala et al., 1992; Rose et al., 1998), moderada en tomate
(Huber y O’Donoghue, 1993; Brummell y Labavitch, 1997) y drastica en palta y sandia
(Huber y O’'Donoghue, 1993; Karakurt y Huber, 2002).

Las pérdidas de azlcares neutros desde las cadenas laterales de pectinas se han
asociado a la solubilizacién de las mismas y se cree que posiblemente contribuyen a la
movilizacion de pectinas durante la maduracion (Dawson et al., 1992). Estos azucares
neutros usualmente existen como cadenas laterales unidas a residuos ramnosilos del
esqueleto de ramnogalacturonano y se asume que su liberaciéon durante la maduracion
del fruto aumenta la sensibilidad de la degradacidon enzimdtica o el acceso de otras
glicosilhidrolasas (Tateishi et al., 2005).

En duraznos, ocurren cambios sustanciales en el contenido de arabinosa no sélo durante
el estado fundente, cuando es de esperar una rapida despolimerizacion de la pared
relacionada al ablandamiento, sino también en el inicio de la maduracién, de forma
simultdnea con la presencia de actividad de a-L-arabinofuranosidasa (ARFs; a-L-
arabinofurandsido arabinofuranohidrolasa; EC 3.2.1.55) (Brummell et al., 2004). No
obstante, se ha detectado actividad de ARF en estados tempranos del desarrollo del
fruto, donde no ocurre ablandamiento aparente (Brummell et al., 2004) lo que puede
relacionarse, al menos en parte, al proceso de reorganizacidon de la pared celular mas

gue al de desorganizacion.

Hasta hace poco se disponia de escasa informacion en la literatura sobre la composicion
de las paredes celulares de ciruela siendo la misma de caracter fragmentario (Boothby,

1980, 1983; Raynal et al., 1991; Taylor et al., 1994). Taylor et al. (1994), realizaron
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preparados de pared celular mediante extracciones secuenciales con agua, pH 6,2, CDTA
y NaOH 0,05 M obteniendo galactosa y arabinosa como principales azlcares neutros.
Manganaris et al. (2008) compararon ciruelas japonesas (cv. Fortune) normales y
dafadas por frio, siendo la galactosa el principal azlcar neutro en sus extractos.

Recientemente, Ponce et al. (2010) realizaron estudios en ciruelas japonesas tomadas
en seis estados de desarrollo sin periodos de almacenamiento y analizaron los cambios
en la composicién de la pared celular. La arabinosa resulté ser el principal componente
de los azucares neutros de las paredes celulares durante el crecimiento y el azucar
neutro mas dindmico en las fracciones pécticas. La pérdida de arabinosa de las pectinas
unidas débilmente a la matriz de la pared, resulté ser uno de los eventos tempranos en
la secuencia de modificaciones bioquimicas de la pared. La despolimerizacién de los
glicanos de la matriz comenzo a finales de la fase de expansidn celular y aumenté a lo
largo de la maduracion. La solubilizacion de pectinas fue detectada por primera vez
durante la maduraciéon temprana. La pérdida de firmeza no se correlacioné con la
despolimerizacidén de poliurénidos en momentos tempranos de la maduracion, pero se
vinculé fuertemente con la fase de ablandamiento final, como asi también con una
disminucion de la relacion arabinosa/galactosa en las pectinas unidas débilmente a la

pared celular.

1.7 Enzimas que modifican la pared celular en Prunoideas

En durazno, se estudiaron diferentes enzimas/proteinas relacionadas a la pared celular
y/o sus genes codificantes putativos, incluyendo exo y endopoligalacturonasa (Downs et
al., 1992; Pressey y Avants, 1973), expansinas (Hayama et al., 2003), pectato liasas
(Hayama et al., 2006); pectinmetilestearasas (Glover y Brady, 1994), endo-1,4-B-D-
glucanasas (Bonghi et al., 1998 ; Hayama et al., 2006), endo-1,4-B-mananasa (Brummell
et al., 2004), a- y B-p-galactosidasas (Kupferman y Loescher, 1980 ; Lee DH et al., 2003) y
ARF (Brummell et al., 2004, Hayama et al., 2006). El estudio de glicosidasas en durazno
es, al menos en parte, una consecuencia de los resultados bioquimicos y fisioldgicos que
muestran que algunos restos glicosilos, principalmente arabinosa y galactosa, presentan
papeles muy dindmicos durante el desarrollo del fruto. En otras especies como tomate,

pimiento y meldn, la galactosa es considerada el principal monosacdrido neutro no-
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celulésico primario perdido durante el desarrollo (Brummell et al., 2006; Gross y Sams,
1984; Redgwell et al., 1997). En contraste, la arabinosa es el principal azlicar neutro en
las paredes celulares de los duraznos y nectarinas aunque la galactosa también estd
presente a niveles relativamente altos (Brummell et al., 2004; Dawson et al., 1992, Gross
y Sams, 1984).

En la ciruela japonesa, no se han hallado datos en la literatura sobre genes codificantes
de enzimas de la pared celular. Hasta el momento los trabajos publicados caracterizan
genes relacionados con la biosintesis de etileno y su regulacién (El-Sharkawy et al., 2007;

2008; 2009).

1.8 a-L-arabinofuranosidasas y B-D-xilosidasas de pared celular

Los restos de arabinosa se encuentran usualmente formando parte de
heteropolisacaridos y glicoconjugados. Las cadenas laterales presentes en los xilanos
estan formadas por restos a-L-arabinosilos unidos de forma B(1->3) a un esqueleto de
B(1—>4) xilopirandsidos (Aspinall, 1980). Las ARFs catalizan la hidrdlisis de uniones de
restos de arabinosa terminales no reductores en arabinoxilanos, arabinanos y otros
polisacaridos que contienen L-arabinosa. Estas enzimas trabajan de forma concertada
con otras “hemicelulasas” que permiten degradar la cadena principal del glicano
completamente. Las cadenas laterales de L-arabinosa en los xilanos, por ejemplo,
restringen la hidrélisis enzimatica de la cadena principal que es llevada a cabo por las
xilanasas (Brice y Morrison, 1982) y se ha demostrado un efecto sinérgico entre las
actividades de varias “hemicelulasas” (Ross et al., 1992). Las ARFs, ademas de su
importancia en el estudio del ablandamiento de los frutos, forman parte de aplicaciones
biotecnoldgicas, tales como la bioconversion de material lignocelulésico a productos de
fermentacion, el mejoramiento de la digestibilidad de la materia prima utilizada para la
alimentacion animal, la clarificacion de jugos y la mejora de la calidad de la cerveza. Las
“hemicelulasas” también se aplican en la industria del papel para la deslignificacién y el
blanqueo de la pasta (Shoham et al., 1993; Viikari et al., 1987).

Los xiloglucanos y xilanos son componentes de gran importancia en los glicanos de la
matriz de la pared celular. Los xilanos estan constituidos por restos B-p-xilopirandsidos

que forman una cadena principal, la cual puede estar sustituida por restos a-L-
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arabinofurandsidos (arabinoxilanos) y en menor medida por restos de acido a-D-
glucurédnico (glucuronarabinoxilanos) (Carpita y McCann, 2000). La degradacion de los
xilanos ocurre por la accién coordinada de varias enzimas entre las cuales se hallan las B-
D-xilosidasas (XIL; xylan 1,4-B-xylosidase EC 3.2.1.37), las cuales clivan xilooligosacaridos
liberando xilosa (Cleemput et al., 1997). Se informd la actividad de la enzima XIL en
frutos de Prunoideas, aceituna, tomate y pera japonesa (Bouranis y Niavis 1992; Bolafios
et al., 1995; Itai et al., 1999 y 2003) y se ha propuesto que la enzima estaria involucrada
en procesos de ablandamiento en palta y frutillas (Ronen et al., 1991, Martinez et al.,

2004).

1.9 Genes de interés

Con el objeto de caracterizar genes desconocidos, relacionados a la pared celular, de
potencial importancia comercial en especies de Prunus, y haciendo uso de homologia de
secuencias, nos hemos centrado en proteinas conocidas que resultaron de especial
interés durante el desarrollo de esta tesis. Para la clonacién de genes codificantes de
ARFs de duraznero y ciruelo japonés, nos hemos basado en la informacion disponible
para los genes de manzano MdAfasel (no. acceso AY309436), de tomate LeARF1 (no.
acceso AB073310) y de pera japonesa PpARF1 (no. acceso AB073311).

Goulao et al. (2008) encontraron, mediante RT-PCR semicuantitativa, que aunque la
expresion de MdAfasel no era especifica de fruto, alcanzaba niveles maximos en
manzanas con madurez de cosecha y en peciolos de hojas senescentes (donde ocurre
disolucién de la ldamina media y cuyo mecanismo biolégico se ha postulado como
andlogo al del ablandamiento de los frutos). Los transcriptos de MdAfasel también
estuvieron presentes en menor medida, en hojas, flores y frutos en otros estados de
crecimiento.

Por otra parte, su homdlogo de tomate, LeARF1, se expresd en el fruto durante el
desarrollo pero disminuyé hasta desaparecer con el inicio de la madurez. Sin embargo, al
aplicar 1-metilciclopropeno (1-MCP) — inhibidor de la accion del etileno — en estos frutos

se restauraba la expresion del gen LeARF1.
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La secuencia codificante de PpARF1 (Itai et al., 1999) de Pyrus pirifolia resultd de interés
por su alta homologia de secuencia con sus homdlogos en manzana y tomate pero no se
conocen datos sobre su patron de expresion en el fruto.

Otros genes relacionados son ASD1 y ASD2 de Arabidopsis thaliana (Fulton y Cobbett,
2003) pertenecientes a la familia 51 de glicosilhidrolasas. Si bien la expresion de estos
genes no fue analizada en el fruto sino en diferentes tejidos reproductivos y vegetativos,
se hallé que uno de ellos, ASD1, se expresaba significativamente en tejidos florales en
desarrollo y en zonas de abscision.

En Prunus persica, Ruperti et al. (2002) describieron el gen PpAz152 (AB195230)
codificante de una XIL que presenta alta homologia de secuencia con el gen de
duraznero PpARF/XYL (Hayama et al., 2006; AB264280) y también con el gen PpARF2 de
pera japonesa (Tateishi et al., 2005; AB195230). Este ultimo codifica una proteina
bifuncional que posee tanto actividad de ARF como de XIL in vitro pero solo es capaz de
catalizar la liberacidn de arabinosa a partir de polisacaridos de pared celular nativos
provenientes de pera japonesa. Los transcriptos de PpARF2 y la proteina derivada fueron
detectados unicamente en frutos maduros de forma coincidente con un incremento en
la actividad de ARFs, siendo su expresion indetectable en capullos, hojas, raices o tallos
de pera japonesa. Por su parte, los transcriptos de PpARF/XYL, resultaron regulados
positivamente por el etileno y se detectaron variablemente durante los primeros
estados del ablandamiento registrandose un aumento durante la maduracion. Basados
en estos resultados, se propuso PpARF/XYL como “un gen relacionado al
ablandamiento” y la acumulacion de sus transcriptos “completamente dependiente del

etileno” (Hayama et al., 2006).

1.10 Regulacion de genes vegetales mediante splicing alternativo (SA)

1.10.1 Generalidades

La mayor parte de los ARNm de plantas se sintetizan como precursores conteniendo uno
0 mas intrones que son removidos durante el proceso de splicing (del inglés, empalme).
El splicing del pre-ARNm es uno de los procesos fundamentales de la expresion génica
constitutiva y regulada de los eucariotas. Durante el splicing los intrones presentes en

los transcriptos primarios son removidos y los exones ligados forman ARNm competente
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para la traduccion (ARNm maduro). La reacciéon es mediada por el spliceosoma, un
amplio complejo de ribonucleoproteinas (snRNPs: small nuclear ribonucleoprotein
particles) y otros factores proteicos como las ribonucleoproteinas heterogéneas
nucleares (en inglés, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein particles, hnRNPs)
(Brown y Simpson, 1998; Weighardt et al., 1996; Krecic y Swanson, 1999). El ensamblado
del spliceosoma en los intrones es una reaccion dindmica y ordenada que involucra la
hidrélisis de muchas moléculas de ATP y varios rearreglos estructurales (Fig 1.5). El
mecanismo basico del ensamblado del spliceosoma y la escisidon de intrones es similar en
todos los eucariotas. Sin embargo el reconocimiento de intrones en plantas tiene
particularidades que lo distinguen entre vertebrados y levaduras (Ner-Gaon et al., 2007).
La funcidn y presicidon del spliceosoma es regulada por diferentes clases de proteinas:
proteinas de union a RNA, ATPasas dependientes de RNA, RNA helicasas y proteina-
quinasas/fosfatasas. Durante el splicing las secuencias intrénicas y exdnicas deben ser
efectivamente distinguidas y deben ser seleccionados los sitios 3° y 5’ de splicing y
yuxtapuestos antes del paso catalitico (Lorkovi¢ et al., 2000).

El splicing alternativo (SA) es un mecanismo por el cual a partir de un mismo mensajero
primario pueden obtenerse varias secuencias de ARN mensajero maduro dependiendo
de cuales sean los sitios de splicing reconocidos. Se han caracterizado diferentes tipos
de SA en eucariontes que se encuentran resumidos en la Fig. 1.6. El mecanismo de SA es
una de las maneras de originar distintas isoformas funcionales de una misma proteina
en diferentes tejidos o compartimentos celulares afiadiendo complejidad a los
mecanismos de regulaciéon de la expresion génica, al permitir la codificaciéon de un
mayor numero de proteinas con el mismo nimero de genes (Roberts y Smith, 2002).
También se ha asociado el SA al mecanismo NMD (Non Sense Mediated Decay) que
detecta y elimina transcriptos aberrantes con codones de terminacién prematuros
(PTCs) para evitar la produccién por parte de las células de proteinas truncadas (Lewis et
al., 2003).

Actualmente, se ha progresado en la caracterizacion de las sefiales de splicing en pre-
ARNm de plantas, en la identificacién de mutantes de splicing y en el descubrimiento de
nuevos ejemplos de ARNm sujetos a SA. En combinacion con la informacién aportada

por el proyecto de secuenciacién del genoma de Arabidopsis, estos estudios han
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contribuido a un mayor conocimiento del proceso de splicing y su papel en la regulacion

de la expresion génica en plantas (Lorkovi¢ et al., 2000).
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Fig. 1.5: Ciclo de un spliceosoma en mamifero
(probablemente ocurre de forma semejante en
plantas). Se muestra el splicing de un Unico
intréon presente en el pre-ARNm. Se indican los
apareamientos de base de snRNAs U1y U6 con
los sitios de splice (ss) 5’ y de snRNA U2 con el
sitio de ramificacion basandose en la
conservacion de estas secuencias en los pre-
ARNm y snRNAs de plantas. Los circulos
negros pintados en los extremos de los snRNAs
representan las estructuras 5’ CAP terminales.
La participacién de cinco snRNPs vy sus
interacciones se indican en los distintos pasos
de la formacién del spliceosoma y la catalisis.
Todos los pasos requieren ATP excepto la
formacién del complejo E. Las flechas indican
las transiciones entre los complejos y le
reciclado de las snRNPs. Luego de las
reacciones de transesterificaciéon (flechas
rojas), dos exones ligados son liberados como
ARNm. EL lazo intrénico es liberado vy
subsecuentemente depolimerizado y
degradado (adaptado de Lorkovi'c et al., 2000).

Fig. 1.6: Tipos de splicing alternativo. ‘exon
skipping’ (salto de exdn) o ‘unspliced intron’
(retencion de intrén) conforman tipos de
splicing internos a la regidn codificante del
transcripto primario asi como también el uso
de un sitio dador 5'ss o aceptor 3’ss
alternativo. El SA terminal puede dar origen a
exones terminales alternativos o a intrones en
el comienzo o fin del trancripto maduro
(adaptado de Ner-Gaon et al., 2004).
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1.10.2 Propiedades de los intrones vegetales

La organizacion de los intrones y exones en plantas superiores es similar a la de los
vertebrados (Schuler, 1998). La mayoria de los genes vegetales (80-85 %) estan
interrumpidos por intrones y un Unico gen puede contener 40 de ellos. Los intrones en
genes vegetales son generalmente pequefios en comparacién con los de vertebrados,
aproximadamente dos tercios son de 150 nt de largo y el resto de un tamafio que va de
~60 a 10000 nucledtidos de longitud. Las secuencias consenso 5’ss y 3’ss (5’'y 3’ splice
site o sitio de corte y empalme 5’/3’), AG/GTAAGT y TGCAG/G, son respectivamente
similares a las de vertebrados (Fig. 1.7). Como en otros organismos, el splicing en pre-
ARNm de plantas es un proceso que consta de dos pasos involucrando dos reacciones de
trans-esterificacion y formacién de un lazo. La regién de ramificacion es menos
conservada vy la distancia al aceptor AG de ~30 nt se parece a aquella en intrones de
vertebrados, pero claramente difiere del punto de ramificacién de levaduras que es
altamente conservado (Lorkovi¢ et al.,, 2000). La diferencia mas notable es que los
intrones de plantas poseen una elevada cantidad de UAs (secuencias nucleotidicas ricas
en uridin trifosfato -UTP- y adenosin trifosfato -ATP-) o poliU (secuencias nucleotidicas
ricas en UTP) en comparacién con los de las levaduras y los vertebrados. En promedio,
tanto en dicotiledéneas como monocotileddneas, los intrones son un ~15% mas ricos en
UA que los exones, siendo los residuos U ampliamente responsables por esta diferencia.
Las secuencias ricas en U tipicamente distribuidas a lo largo de todo el intréon en plantas
son requeridas para un eficiente procesamiento y seleccidn del sitio de splicing. Esta
funcién, independiente de la posicion, la distingue de las colas de poli pirimidinas de
vertebrados que estan posicionadas siempre rio abajo del sitio de ramificacion (Lorkovi¢

et al., 2000).

1.10.3 Funcion de las secuencias ricas en U en el reconocimiento de los intrones

La mayoria de los estudios sobre el procesamiento de los pre-mRNAs se han centrado
en el papel de las secuencias ricas en UA, una marca distintiva de los intrones de
plantas. Actualmente se sabe que las secuencias ricas en UA son esenciales para un
splicing eficiente y para la seleccion de los sitios 5’ss y 3’ss de corte (Simpson y

Filipowicz, 1996). Experimentos llevados a cabo con intrones deficientes en UA han
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revelado que elementos cortos UUUUUAU o sus multimeros, activan el proceso de
splicing independientemente de su localizacién (ya sea cerca de 5’ss 0 3’ss o0 en el medio
del intrén), (Gniadkowski et al., 1996). Los sitos 3’ss y el 5’ss seleccionados
preferentemente para splicing son, por lo general, aquellos presentes en las regiones de

transicion de secuencias ricas en UA a secuencias ricas en GC.
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Fig. 1.7: Representacion esquematica de las sefiales importantes para el splicing de los principales
intrones en levaduras, vertebrados y plantas. Las cajas negras representan potenciadores de splicing
exonico (exonic splicing enhancers, ESEs). Todavia no se han caracterizado ESEs de plantas,
secuencias exodnicas ricas en GC no necesariamente representan ESEs. Los niumeros debajo de los
sitios de splicing consenso en plantas representan el porcentaje de ocurrencia de las bases indicadas
en cada posicion en plantas dicotileddneas. El sitio de ramificacion de adenosina esta marcado con un
asterisco. La cola de polipirimidinas localizadas entre el sitio de ramificacion y el borde 3’ss esta
presente solo en intrones de vertebrados.

1.10.4 Modelos de definicion de exones versus modelos de definicion de intrones

En mamiferos, son los exones mas que los intrones las unidades operacionales a ser
definidas en etapas tempranas del reconocimiento del pre-ARNm (Berget, 1995). Tal
definicidon ocurre en virtud de interacciones de las secuencias adyacentes al exdn, entre
factores unidos al sitio 3’ss y rio abajo del sitio 5’ss siguiente (Schuler, 1998). Los
intrones en metazoos son frecuentemente mas largos y los exones mas cortos,
ocurriendo de forma inversa en las plantas. Dado que las plantas poseen intrones cortos
y ademas albergan elementos ricos en U, se asume que su splicing sigue el modelo de
definicidn de intrones, con factores que se ensamblan en los sitios 5" y 3’ de splicing e
interactdan situados en los bordes del intron. Diferentes estudios determinan la

coexistencia de ambos mecanismos en plantas. El uso de un mecanismo particular y la
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eficiencia del procesamiento de intrones dependerian de un conjunto de factores

combinados (Lorkovi¢ et al., 2000).

1.10.5 La retencion de intrdn es la forma mas comun de SA en plantas

En plantas, se cree que existe un menor porcentaje de genes sujetos a SA en
comparacion con los seres humanos, siendo la retencién de intrén la forma mas comun
de SA en Arabidopsis y en arroz (Wang y Brendel, 2006). Aunque el SA tiene el potencial
de crear multiples isoformas de ARN a partir de un Unico locus, en las plantas, la mayoria
de los genes generan solo dos o tres isoformas y las evidencias muestran que la

presencia de estas isoformas no son eventos raros (Campbell et al., 2006).

1.10.6 Ejemplos de SA en plantas

En plantas, el nUmero de casos conocidos de SA va en aumento aunque en la mayoria de
los casos la significancia bioldgica es desconocida.

El uso de un sitio 5’ss alternativo en el pre-ARNm de la Rubisco activasa produce dos
isoformas que difieren solo en la porcion carboxiterminal. Aunque ambas isoformas son
capaces de activar la Rubisco, solo una de ellas puede modificarse en su estado de dxido-
reduccion vy tales cambios de estado regulan la actividad de ambas isoformas (Zhang vy
Portis, 1999). Es interesante que este tipo de regulacion ocurre en Arabidopsis y
espinaca (Werneke et al., 1989) pero no en tabaco, el cual solo expresa la isoforma
proteica pequena al igual que en maiz y en Chlamydomonas. El uso alternativo de un
sitio 5’ss de splicing del gen que codifica HPR (hidroxipiruvato reductasa) en calabaza
produce dos proteinas diferentes con distinta ubicacién subcelular. HPR1, pero no HPR2,
contiene un péptido sefal que determina su transporte a peroxisomas. La exposicion a la
luz aumenta la produccién de HPR2, sugiriendo que una de las formas de regulacién del
SA en plantas es por la incidencia de radiacidon (Mano et al., 1999). En arroz, se publicé
un raro ejemplo de SA que produce dos proteinas totalmente diferentes. S14 (proteina
ribosémica) y SDHB (subunidad B de la succinato deshidrogenasa) estan involucradas en
la sintesis de proteinas mitocondriales y en la respiracidén respectivamente. Durante la
evolucidn, el gen rps14 fue probablemente removido de la mitocondria y fue integrado
en el intron de sdhB el cual estaba presente en el nucleo. De esa forma ha adquirido

simultaneamente la capacidad de expresion en el nucleo incluyendo ademds una sefial

34



para su transporte a mitocondrias (Kubo et al.,, 1999). Recientemente la relevancia
bioldgica de la inclusién de un exdn alternativo se ha documentado para el gen N de
resistencia al virus del mosaico del tabaco (TMV). El gen N produce dos ARNm, Ny N1. N
es mas abundante en plantas no infectadas mientras que N1 se vuelve prevalente luego
de la infeccion. N1 resulta de la inclusion alternativa de un exén localizado en el intrén 3
codificando una proteina corta de 652 aa. Este evento de SA es necesario para conferir
resistencia completa a TMV (Dinesh-Kumar y Baker, 2000). La retencion de un intrén no
spliceado en una fraccion de transcriptos es comun en plantas, pero probablemente
refleja la baja eficiencia del splicing normal mds que un proceso regulado de significancia
bioldgica. Sin embargo, la presencia de un intron spliceado ineficientemente podria
regular potencialmente los niveles de mRNA como resultado de competencia entre
splicing y poliadenilacion. Un ejemplo bioldgico relevante es el procesamiento de un
RNA transcripto a partir del gen del control del florecimiento FCA en Arabidopsis. Por
sobreexpresion de este gen, el tiempo de floracion resulta notablemente adelantado, un
efecto probablemente causado por el aumento en el ARNm de FCA completamente
spliceado. Sin embargo, el nivel de el transcripto corto poliadenilado dentro del intrén 3,
el cual es spliceado ineficientemente, aumenta 100 veces en plantas transgénicas,
sugiriendo que estos eventos de poliadenilaciéon controlan la formacion de FCA para

mantener el tiempo de floracién constante (Macknight et al., 1997).
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CAPITULO 2

OBIJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

El objetivo general de la tesis fue caracterizar genes codificantes de glicosidasas de pared
celular desconocidos en especies de Prunus de valor comercial, cuya expresidon sea

relevante en los procesos de crecimiento y/o maduracion de los frutos.

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos de la tesis fueron los siguientes:

1) Obtener la secuencia completa de los genes que codifican ARFs y ARF/XYLs
implicadas en el crecimiento y la maduracién de los frutos de Prunoideas.

2) Analizar los patrones de expresiéon de los genes clonados en diferentes
tejidos, érganos y estados de crecimiento o maduracion del fruto.

3) Analizar los patrones de expresion de los genes clonados al realizar
tratamientos postcosecha sobre los frutos.

4) Analizar la actividad enzimatica de ARFs durante el crecimiento y la
maduracion del fruto.

5) Evaluar la presencia de distintas variantes de ARN mensajero de ARF/XYL en

distintas condiciones del fruto y otros tejidos.
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2.3 Hipotesis

Las enzimas del tipo ARF/XYL vinculadas a la pared celular de Prunoideas
tienen un papel preponderante en los procesos de crecimiento y maduracién
de los frutos.

Los genes codificantes de las enzimas del tipo ARF/XYL de Prunoideas se
expresan de forma variable dependiendo del tejido, 6rgano y estado de
desarrollo analizado.

La actividad enzimatica de ARF/XYLs varia con el tejido y con el estado de
desarrollo analizado.

Existen distintos genes ARF/XYLs vinculados a la pared celular de Prunoideas
gue codifican proteinas con funciones similares y que se expresan de forma
variable durante el crecimiento y la maduracion.

La expresion de los genes codificantes de ARF/XYLs vinculadas a la pared
celular de Prunoideas se ve afectada al aplicar tratamientos postcosecha sobre
los frutos.

La presencia de distintas variantes de ARN mensajero codificantes de ARF/XYL
a partir de la transcripciéon de un uUnico gen podria deberse a la existencia de
regulacidon de la expresidon génica mediada por splicing alternativo.

Las variantes de splicing de ARF/XYL se expresan de forma variable durante el
crecimiento y la maduraciéon de los frutos de Prunus salicina Lindl. y el etileno

podria regular la expresién de las mismas.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Frutos, 6rganos vegetativos y érganos florales

Se recolectaron frutos de Prunus persica (L.) Batsch ‘Springcrest’ y frutos de Prunus
salicina Lindl. ‘Gigaglia’ del monte frutal de la Facultad de Agronomia, Universidad de
Buenos Aires (34° 37' 46" S; 58° 27' 46" W). Los arboles recibieron practicas estandares
de cultivo como: poda, raleo de frutos, fertilizacion, riego y control de plagas. El raleo de
los frutos en las etapas iniciales de desarrollo (eliminacién de frutos del arbol de forma
mecanica para evitar una competencia excesiva por fotoasimilados) se hizo para
asegurar un tamario final de fruto adecuado.

Durante el crecimiento, los duraznos fueron cosechados y asignados a diferentes
estados fisioldgicos segun parametros de crecimiento previamente descriptos para esta
especie (Chalmers et al., 1975) como son el peso fresco, el didmetro ecuatorial del fruto
desde sutura y el didametro longitudinal; y su edad (Ddpf) fue registrada asi como
también la produccion de etileno y la firmeza. Para los frutos de ‘Gigaglia’ se realizé un
seguimiento ontogénico durante las 12 semanas de crecimiento y maduracion del fruto
asi como sus caracteristicas de ablandamiento y cambios de color durante la
maduracién dado que no existian hasta el momento datos en la bibliografia sobre este
cultivar. Para cada estado, se cosecharon frutos y se realizaron extractos enzimaticos en
fresco, sin congelamiento previo y otro conjunto de frutos se congelaron rapidamente
en nitrogeno liquido (pequeiias muestras de mesocarpo o piel pesadas previamente) y
se colocaron a -80°C para posteriores extracciones de ARN. En algunos casos se
congelaron frutos enteros (ciruelas, en fases iniciales de crecimiento) debido a la
dificultad hallada para la separacién de los tejidos.

Durante la maduracién y el ablandamiento, los duraznos fueron cosechados en cinco

estados con firmeza decreciente y se registrd la produccion de etileno (R1-inicio-, R2-
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madurez incipiente-, R3-madurez intermedia-, R4-madurez completa-, R5-
sobremadurez-). Se tomaron pequefias muestras de mesocarpo (250 mg-500 mg)
obtenidas de la regién ecuatorial del fruto en un sitio equidistante con respecto al
epicarpo y endocarpo que fueron rdpidamente congeladas en nitrégeno liquido vy
colocadas a -80°C para posterior analisis. Otras muestras de los mismos grupos de frutos
fueron reservadas para realizar extractos enzimaticos de forma simultdnea.

Otros tejidos del fruto fueron muestreados para un analisis espacial tanto de expresién
génica como de actividad enzimatica de la siguiente forma: por un lado se disecciono el
epicarpo (piel), por otro el mesocarpo externo (la regién de aproximadamente 3 mm
por debajo del epicarpo) y por otro el mesocarpo interno (la region de
aproximadamente 3 mm en contacto con el endocarpo del fruto). Varias muestras de
cada tejido fueron congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C para
posterior analisis de ARN, otras se reservaron para andlisis de actividad enzimatica.

Por otro lado, se tomaron muestras de radicula obtenida a partir de semilla germinada,
hojas intactas expandidas y flores abiertas. Estas ultimas fueron disectadas y sus
organos fueron almacenados separadamente: pétalos, sépalos, estambres (filamento
mas anteras) y ovarios. Cada muestra fue rdpidamente congelada en nitrégeno liquido y
colocada a -80°C para posterior analisis de ARN. Para las extracciones de ADN gendmico

se utilizaron brotes jévenes de hoja de Prunus salicina Lindl ‘Gigaglia’.

3.2 Medicion de la produccidn de etileno

La produccion de etileno fue medida colocando 5 g de frutos (para S1), 20 g (para S2) y
100 g (para S3 y S4) en un recipiente de vidrio de 1,5 L herméticamente cerrado con
septum de silicona. Luego de una hora, se extrajo 1 mL del gas contenido en el espacio
de cabeza y se inyectd la muestra en un cromatégrafo gaseoso Hewlett Packard 5890
Series Il (Avondale, PA, USA) equipado con un detector de ionizacidon de llama y una
columna de acero inoxidable Porapak N (3,2 mm de didametro interno y 2 m de largo)
que contenia alumina activada (80/100 mesh). El inyector, la columna y el detector se
operaron a 110°C, 90°C y 250°C respectivamente. Se utilizé N, como gas transportador a
un flujo de 22 mL min™. La cantidad de etileno producida se normalizé por gramo de

tejido por hora. En cada estado ontogénico, se analizé un minimo de n = 3 repeticiones.
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3.3 Determinaciones de firmeza y color del fruto

La firmeza de los frutos expresada en N se determind midiendo la fuerza necesaria para
penetrar el fruto, sin piel, utilizando un penetrémetro Instron Universal Testing Machine
(modelo 3342, Canton, MA, USA). Se colocd cada fruto en una placa de acero fija y se
perforaron dos puntos situados en lados opuestos del fruto hasta una profundidad de
10 mm con una punta de 7,9 mm de didmetro para duraznos y de 6,9 mm para ciruelas
como se describié previamente (Sozzi et al., 2003). El color del epicarpo se determiné
por medio de un colorimetro (LCh°, D65) (Minolta, Model CR-300; Osaka, Japdn)

efectudndose dos determinaciones por fruto sobre la zona ecuatorial del mismo.

3.4 Tratamiento de los frutos con 1-MCP y etileno

La ciruelas fueron cosechadas a los 73 Ddpf durante el fin de la etapa de crecimiento
exponencial S3 y antes del pico climatérico (frutos pre-climatericos). Para asegurarse de
gue no existiera produccién de etileno enddgena, cada fruto se selecciond haciendo
hincapié en su integridad (descartando la posibilidad de cualquier lesion mecanica o
dafio por patégeno) y se midid individualmente su producciéon de etileno mediante
cromatégrafo gaseoso como se describio en la seccion 3.2. Se registraron las
caracteristicas de los frutos (peso, didmetro ecuatorial desde sutura) y un grupo de 10
frutos (no productores de etileno) fue asignado al azar para cada uno de los
tratamientos. Para cada tratamiento, los frutos fueron colocados en contenedores
plasticos herméticos de 67 L de capacidad provistos de un septum de silicona que se
utilizé para la inyeccién del etileno. En otro contenedor se colocé un vaso pequefio en la
cara interna de la tapa, por debajo del septum y se introdujo en él 1-MCP formulado en
polvo. El 1-MCP se liberé en forma gaseosa mediante la adicidn de agua destilada a 40°C
a cantidades previamente calculadas de polvo mojable SmartFresh™ (principio activo:
0,14%, Rohm & Hass, USA). Los tratamientos fueron los siguientes:

a) Frutos control, 24 horas

b) Frutos con aplicacién de 1-MCP 0,5 ppm durante 24 horas

c) Frutos con aplicacién de etileno 1 ppm durante:

c.1) 3 horas
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c.2) 6 horas

c.3) 24 horas.
En los contenedores que recibieron la aplicacidén de etileno se inyectd una nueva dosis
de 1 ppm de etileno al abrir el contenedor a las 3 h y a las 6 h para evitar pérdidas de
concentracion sobre los frutos restantes.
Luego de los tratamientos se elimind la piel y se obtuvieron dos muestras de mesocarpo

por fruto que fueron inmediatamente congeladas para la posterior extraccion de ARN.

3.5 Determinacion de la actividad de a-L-arabinofuranosidasa

Se homogeneizo el material vegetal (aproximadamente 50 g por muestra) con solucién
reguladora de extraccion acetato de sodio-acido acético 100 mM, pH 4,5, NaCl 0,7 M,
sacarosa 1 %, en relaciéon 1:2 (g mL") y polivinilpolipirrolidona 1,5 % p/v en licuadora
comercial durante 15 s y 30 s adicionales en Omnimixer. El homogenato se filtro con
gasas y centrifugd a 13.000 x g durante 30 min. Se recogié y midid el volumen de
sobrenadante para determinar la actividad de ARF luego de reposar durante toda la
noche a 4°C. Se realizé una mezcla de reaccidn para cada sustrato que consistié de 125
uL de solucion reguladora citrato 0,1 M, pH 4,0, 100 pL de BSA 0,1 % (p/v), 100 pL de
solucién enzimatica y 100 uL de sustrato 13 mM. Se utilizé como sustrato de sintesis el
p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido agregando la solucion enzimatica en ultimo término y
manteniendo todos los tubos en hielo. Luego de incubar la mezcla de reaccién durante 1
hora en un bafio a 37°C se frené la reaccion con 425 plL de carbonato de sodio 0,2 M en
frio y se midid la absorbancia en espectrofotometro a 400 nm. Se realizé un blanco para
cada sustrato y para cada extracto enzimatico de igual forma pero obviando el paso de
incubacién a 37°C vy frenando la reaccién a tiempo cero. La medicidon de cada extracto se
realizé por triplicado. Por ultimo, la cantidad de p-nitrofenol liberada durante la
reaccion fue calculada mediante una curva de calibracién realizada utilizando p-

nitrofenol libre como estandar.

3.6 Extraccion de ARNm, cuantificacion y fabricacion de ADNc

Se usaron las muestras de tejido vegetal conservadas a -80°C para la extraccion de ARN

poliadenilico, utilizando ‘mRNA Isolation Kit' (Roche Molecular Biochemicals, Gmbh,
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Mannheim, Germany) segun las indicaciones del proveedor. Se utilizaron 250 mg de
tejido para cada extraccidn que se realizé por triplicado (proveniente de distintos frutos)
y se combinaron los sobrenadantes obtenidos continuandose luego con los pasos de
unién a las particulas magnéticas y a los oligodT-biotina como indicaba el protocolo
original. Este paso se realizd para evitar errores derivados de la heterogeneidad del
material biolégico utilizado (los frutos suelen tener distinta firmeza segun la cara del
fruto, por ejemplo); al utilizar distintas muestras, provenientes de distintos frutos (del
mismo tratamiento), la reproducibilidad de la técnica aumenta considerablemente. A su
vez, este procedimiento se repitid para un mismo tratamiento (duplicado/triplicado).
Todo el material a utilizar durante la extraccidon fue desinfectado y esterilizado mediante
autoclave, usando guantes y condiciones asépticas para evitar contaminaciones con
RNAsas.

Inmediatamente luego de la extraccion, una alicuota de ARN poliadenilico fue utilizada
para medir concentraciéon mediante un fluorémetro adquirido comercialmente (Qubit®
Fluorometer y Quant-iT™ ARN Assay Kit de Invitrogen). Se utilizaron de 10 a 50 ng de
ARN poliadenilico para la fabricacion de ADNc en un volumen final de 20 puL mediante el

dTM

Sistema RevertAi M-MulV Reverse Transcriptase (Fermentas International Inc.,

Burlington, Ontario, Canada).

3.7 Diseio de cebadores y condiciones de PCR para la clonacion de ADNc

PpARF1

Con el fin de clonar genes putativos codificantes de ARFs de Prunus persica se realizaron
alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos relacionadas (de especies
vegetales) y se disefnaron tanto cebadores degenerados como especificos a partir de las
secuencias conservadas. Las secuencias utilizadas se detallan a continuacidn con sus
numeros de acceso en GenBank correspondientes: AY309436 (MdAFasel de manzana);
ABO073311 (PpARF1 de pera japonesa) y AB073310 (LeARF1 de tomate). Para alinear las
secuencias se utilizé el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). Para el disefio de
cebadores se utilizé el programa Vector NTI Suite 8. Como resultado, se obtuvo una
secuencia de ADNc parcial codificante de una ARF putativa que luego fue ampliada

mediante la técnica de RACE 3’ y se denomind PpARF1. Los cebadores se utilizaron en
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reacciones estandares de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) conteniendo ADNc
de mesocarpo de durazno maduro como molde (los cebadores utilizados se explicitan
en la Tabla 1). Las condiciones de PCR fueron las siguientes, variando en algunos casos
la temperatura de alineamiento o ‘annealing’: 4 min a 94°C (primer ciclo); 45 s a 94°C,

45 s a 53°C/55°C, y 1 min a 72°C (35 ciclos); y 7 min a 72°C (ultimo ciclo).

Primers | Secuencia 5’ — 3’ Tamafio (pb)

Ara9d GTTGGGTTGGAGTTGGAGTT

AraR2 TCCTCGATATTCATGCCCCA 556

Aral2 TTCGAGGAGATTAATCACGC

Aradi CCAGGTCTCTCTTCCCAGGGTCCAA 701

Ara4d AAGGSGTGATATGGTTTGAYCAAGT

Ara2i CCGTCGCAGTTTGAAATCAT 586

Ara8d GGAAATTACCTTAAGTTCTA

Ara3i TGAATGAACGCGGAGAGATT 770

Tabla 1: Cebadores utilizados para la clonacién parcial de ADNc PpARF1
de Prunus persica. Se muestra el tamano esperado de los productos de
RT-PCR.

3.8 Diseiio de cebadores y condiciones de PCR para la clonacidon de

PsARF/XYL

Con el fin de clonar genes putativos codificantes de ARF/XYL de Prunus salicina Lindl.
‘Gigaglia’, se realizaron alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos
relacionadas de plantas y se disefiaron tanto cebadores degenerados como especificos a
partir de las secuencias conservadas. Las mismas se detallan a continuacién con sus
numeros de acceso en GenBank correspondientes: AY309436 (JPRXyl, pera); AB073311
(PPARF/XYL, durazno), AB073310 (PpARF2, pera) AY486104 (FaXyl1, frutilla). Para
alinear las secuencias se utilizé el programa ClustalW y el disefio de cebadores se llevo a
cabo mediante el uso del programa VectorNti Suite8. Como resultado se obtuvo una
secuencia de ARN mensajero parcial codificante de una ARF/XIL putativa que luego fue

ampliada mediante la técnica de RACE 3’ y RACE 5’ y se denomind PsARF/XYL (Prunus
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salicina ARF/XYL). Los cebadores se utilizaron en reacciones estandares de PCR
conteniendo, como molde, una mezcla de ADNc de mesocarpo de ciruela en distintos
estados fisiolégicos o bien ADN gendmico (los cebadores utilizados se explicitan en las
Tablas 2 y 3). Las condiciones de PCR fueron las que se indican a continuacién variando
en algunos casos la temperatura de annealing: 4 min a 94°C (primer ciclo); 45 s a 94°C,

45 s a53°C/55°C, y 1 min a 72°C (35 ciclos); y 7 min a 72°C (ultimo ciclo).

Primers | Secuencia 5’ - 3’ Tamaiio (pb)
NCF GATGAAGCAAGRGCAATGTAC

NCR AAGGAAYGGCCCACAATCCA 569

F22 GGAAAGCCTACTTGTGCTGACC

R1 TTTGCGAACGTSACATCAAT 730

F1 GGTGCACAGATGTTCATTGC

R3 TCCATGGWYCCAGTGTTTTT 685

Tabla 2: Cebadores utilizados para la clonaciéon parcial de ADNc PsARF/Xy!
de Prunus salicina. Se muestra el tamafo esperado de los productos de

RT-PCR.
Primers | Secuencia 5’ — 3’ Tamafio (pb)
NCF GATGAAGCAAGRGCAATGTAC
NCR AAGGAAYGGCCCACAATCCA 827

Fintro ATAAAGGCAGTACAACAAACTC

STOps CCKAAYTAWRAYYTAATCTCTCC 723
F22 GGAAAGCCTACTTGTGCTGACC
Rintro ATTTAGTCGGACGACATTAGTT 1309

Tabla 3: Cebadores utilizados para la clonacién parcial de ADN gendmico
PsARF/XYL de Prunus salicina. Se muestra el tamafio de los productos de
PCR obtenidos.



3.9 Electroforesis en geles de agarosa y tincion de acidos nucleicos

Una alicuota de los productos de PCR obtenidos (5 pL) fue analizada mediante
electroforesis en gel de agarosa 1,5 % en solucion reguladora TAE 1X mediante una cuba
y fuente de poder BIORAD. Las condiciones de corrida fueron 100 v durante 40 min en
solucién reguladora de corrida TAE 1X. Se utilizo solucién reguladora de carga para las
muestras 6X con azul de bromofenol como indicador de frente de corrida y glicerol 50 %
para otorgar densidad a la muestra en solucién reguladora TE. Luego de la corrida los
productos de PCR fueron visualizados mediante un transiluminador UV y fotografiados
mediante UVP Doc-It LS Image Acquisition Software, previa tinciéon de los acidos
nucleicos, durante 1 hora, con una solucion de SYBR Green 1x (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA).

3.10 Purificacion de bandas a partir de geles de agarosa

Las bandas del peso molecular deseado fueron cortadas del gel mientras se visualizaban
de forma preparativa con transiluminador UV (evitando la sobreexposicién para
conservar la integridad del ADN). Los trozos de agarosa fueron colocados en un tubo de
tipo eppendorf, disueltos agregando una solucion reguladora (ADN extraction Kit,
Fermentas), incubando los tubos a 55°C durante 5 min y agitando orbitalmente cada 2
min hasta disolucién completa. Para la purificacion se utilizé una solucién de union del
ADN a silica gel (siguiendo las instrucciones del proveedor) y se realizaron sucesivos
lavados mediante agitacion orbital y centrifugacién. La elucion del ADN se llevd a cabo
en un volumen final de 15 pL. Se analizé 1 pL de este volumen mediante electroforesis

en gel de agarosa.

3.11 Obtencion de bacterias competentes

Se seleccion6 una colonia de bacterias E. coli DH5a a partir de placas de Petri y se repicé
en 5 mL de medio LB (Luria Bertani) en condiciones de esterilidad mediante uso de un
flujo laminar. El tubo de vidrio conteniendo el LB mas una colonia bacteriana se incubd
en agitador durante toda la noche a 150 rpm y 37°C. Con 2 mL de este cultivo se

inocularon 100 mL de LB fresco estéril contenido en un erlenmeyer y se incubd con
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agitacion a 37°C hasta obtener una DOggonm = 0,5 en espetrofotometro. Las bacterias se
colocaron en tubos de tipo falcon y se cosecharon por centrifugacion manteniéndose en
hielo hasta su uso. El pellet celular se resuspendié en 40 mL de CaCl, estéril frio y se
incubd durante 1 hora en hielo. Luego se centrifugd a 4°C durante 10 min a 4000 x g. El
precipitado se resuspendid en 1 mL de CaCl,, se agregd glicerol estéril hasta una
concentracion final de 15 % y se almacenaron en tubos de tipo “eppendorf” en
fracciones de 150 pL a -80°C para posteriores usos. Una alicuota fue sembrada en una
placa de Petri y colocada en estufa a 37°C durante toda la noche para analizar la

viabilidad de las células y la ausencia de contaminacién.

3.12 Ligacion de los productos de PCR y transformacion de bacterias

Una alicuota de la reaccién de PCR, con los productos de tamafio esperado, o bien las
bandas purificadas a partir de geles de agarosa, fueron utilizadas en reacciones de
ligacion mediante pGEM-T Easy vector system (Promega Corp., Madison, WI, USA) y
ligasa T4 durante toda la noche. Las bacterias E. coli DH5a competentes fueron
transformadas con el producto de la ligacion mediante shock térmico de la siguiente
forma: se incorpord el producto de la ligacién (10 pL) en condiciones de esterilidad al
tubo de tipo eppendorf conteniendo las bacterias competentes (150 pL) que fueron
colocadas en hielo previamente por unos minutos. Se dejo reposar en hielo durante 1
hora. Luego se coloco el tubo conteniendo la mezcla a 42°C en bafio maria durante 1
min 45 s colocando luego las bacterias en hielo rdpidamente. Luego de 3 min, se
agregaron 850 plL de LB estéril y se colocé en agitador a 37°C durante 1,5 h. Luego, una
alicuota de 100 pL, se sembrd en placa de Petri conteniendo LB-agar-ampicilina-XGal.
Las placas se colocaron en estufa a 37 °C hasta el dia siguiente y se guardaron a 4°C para

usos a corto plazo.

3.13 PCR de Colonias

Luego de la transformacién y el plaqueo de las bacterias transformadas se aislaron
colonias blancas y azules en placas con LB-Agar-Amp-XGal. Las colonias blancas fueron
repicadas en nuevas placas de Petri con LB-agar-ampicilina y se colocaron en estufa a

37°C durante toda la noche. Se llevaron a cabo reacciones estandares de PCR utilizando
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cebadores SP6 y T7 en concentraciéon 10 uM (cebadores que flanquean el sitio de
insercién del vector de clonacion pGEMt easy) y una punta de tip, conteniendo las
bacterias inoculadas el dia anterior, fue introducida y disuelta en cada de tubo de PCR a
modo de molde. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 2 min a 94°C (primer
ciclo); 30 s @ 94°C, 45 s a 54°C, y 1 min a 72°C (28 ciclos); y 7 min a 72°C (ultimo ciclo).
Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa y
visualizados como se describié previamente. Se consideraron colonias positivas aquellas
colonias blancas en placas de LB-Agar-Amp-XGal cuyas reacciones de PCR con cebadores
SP6-T7 dieron un producto de tamafo igual al inserto mas 150 pb que provienen de la

ubicacidn de los cebadores en el vector.

3.14 Extraccion de plasmidos y purificacion

Para la preparacion de los plasmidos conteniendo los insertos de interés, primero se
repicaron las colonias positivas en 5 mL de LB estéril conteniendo ampicilina, con
agitacion constante a 37°C durante toda la noche. Se obtuvo un pellet bacteriano
utilizando una centrifuga de mesa a maxima velocidad durante 1 min cada vez hasta
decantar todas las bacterias en un mismo eppendorf. Con el pellet bacteriano se realizd
la extraccién y purificacién del plasmido mediante QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA)- método de lisis alcalina- siguiendo las instrucciones del fabricante. El
volumen final de elucién del plasmido fue de 50 pL.

Se verificé la pureza del pldsmido obtenido sometiendo una alicuota de 1 pL a
electroforesis en gel de agarosa y se cuantificé mediante Qubit® Fluorometer y Quant-
iT™ dsDNAssay Kit de Invitrogen. Los plasmidos cuya concentracion fue superior a 200

ng uL'1 fueron preparados con los cebadores apropiados y secuenciados.

3.15 Analisis bioinformatico de las secuencias

La secuenciacién de los insertos contenidos en el vector de clonacién se realizd
mediante un ABI PRISM® 377 ADNSequencer (Applied Biosystems, USA). Las secuencias
obtenidas fueron introducidas en NCBI BLAST (Altschul et al., 1997; URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para realizar busquedas de homologia. Las

proteinas deducidas a partir de las secuencias de nucledtidos fueron sometidas a
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alineamientos multiples con las secuencias de mayor homologia obtenidas en el analisis
de NCBI BLAST mediante uso del programa ClustalW (Thompson et al., 1994; URL:
http://www.ebi.ac.uk/clustalw). La prediccidén de la proteina y la deduccion del marco
de lectura abierto se realizaron mediante NCBI ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf). Los dominios proteicos fueron

identificados con el programa Simple Modular Architecture Research Tool (Letunic et
al., 2006; SMART URL: http://smart.embl-heidelberg.de). Los péptidos sefiales y sus
lugares de corte se predijeron a partir del programa SignalP (Nielsen et al., 1997; URL:
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). La localizacion subcelular se predijo a partir de
TargetP 1,1 Server (Emanuelsson et al., 2000; URL:
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP). El punto isoeléctrico tedrico (pl) y los valores
de masa de péptidos maduros se calcularon por medio de la herramienta Compute

pl/Mw tool (http://www.expasy.org/tools/pi tool.html). Para manipular y analizar las

secuencias (disefio de cebadores, etc.) se utilizaron los programas BioEdit 7.0 y Vector

NTI Suite 8 asi como también alineamientos manuales.

3.16 Extracciones de ADN gendmico

Para extraer ADN gendmico de Prunus salicina se utilizo el ChargeSwitch® genomic DNA
isolation kit (Invitrogen) y un separador de particulas magnéticas (MagnaRack,
Invitrogen). Se pulverizaron 100 mg de brotes jovenes en un mortero con N, liquido
hasta obtener un fino polvo. El mismo se homogeneizé sobre el mortero junto con Ila
solucion reguladora de extraccion previamente equilibrado a 65°C. La pasta formada se
transfirio a un tubo eppendorf y se incubd el extracto durante 2 h a 65°C. Luego se
centrifugd para descartar los restos celulares y el sobrenadante se transfirié a otro tubo.
La unidn con las particulas magnéticas, separacion y posteriores lavados se llevo a cabo
siguiendo las indicaciones del fabricante. La elucion del ADN se realizé con un volumen
final de 250 plL, obteniéndose una cantidad aproximada de 5 pg por muestra. Se
guardaron alicuotas de 50 pL a -20°C para usos a largo plazo y otras a 4°C para uso
inmediato, evitandose de esa forma la degradacién del ADN gendmico. La concentracion

de ADN se midié utilizando Qubit® Fluorometer y Quant-iT™ ds Assay Kit (Invitrogen) y
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la integridad del ADN se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en

solucion reguladora TAE 1X y tincidn con SyBR Green 1X.

3. 17 RT-PCR semicuantitativa

La acumulacidon de los transcriptos de los genes de interés se estimdé mediante
reacciones de RT-PCR semicuantitativa. EIl ARN poliadenilico fue preparado como se
describié en la seccion 5.6. Las condiciones de PCR dependieron de los cebadores
utilizados pero en general se aplicé el siguiente programa en termociclador: 4 min a 94
°C (primer ciclo); 45 s a 94°C, 45 s a 53-56°C, y 1 min a 72°C (numero variable de ciclos,
25-35); y 7 min a 72°C (ultimo ciclo). El analisis de la expresién del gen de actina fue
utilizado como un control interno por tratarse de un gen no sujeto a regulacién, de
expresion constitutiva en los tejidos analizados. La cantidad de producto de RT-PCR para
el gen de actina se utilizd para normalizar los valores de expresidn en los casos que en
se realizd densitometria de bandas. Las condiciones de PCR para cada pareja de
cebadores se optimizaron empiricamente para determinar el nimero de ciclos del rango
lineal de amplificacion de la curva que describe el producto de PCR en funcién del
numero de ciclos. Para ello, una vez puesta a punto las condiciones dptimas de la mezcla
(solucién reguladora de PCR, concentracion de dNTPs, MgCl,, cebadores y molde), se
realizaron reacciones de PCR a numero creciente de ciclos (25-28-31-35-40X) para cada
pareja de cebadores. La minima cantidad de producto detectable fue utilizada como
criterio para la eleccion del nimero de ciclos (Fig. 3.1). Se utilizaron marcadores de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para estimar el tamafno de las
bandas obtenidas. Los ensayos se repitieron de forma independiente (desde la

extraccion de ARN mensajero) y los geles representan varias repeticiones.
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Figura 3.1: Optimizacién de la técnica de RT-PCR semicuantitativa. A: Efecto del numero ciclos
sobre cuatro diferentes ADNc (25-28-31-35-40X), B: Efecto de la concentracién creciente de
MgCl, C: Efecto de tres soluciones reguladoras de PCR de distintos proveedores a 25, 30 y 35
ciclos.

3.18 RACE 3’ (Amplificacion rapida de extremos 3’ de ADNc)

Para obtener los extremos 3 de las secuencias de ADNc codificantes de PpARF1 y
PsARF/XYL, se siguieron las indicaciones de “3’ RACE System for Rapid Amplification of
cDNA Ends” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). EIl ADNc fue sintetizado utilizando un
cebador adaptador oligo-dT y un cebador adaptador complementario a éste. Se obtuvo
ADNCc especifico mediante PCR utilizando un cebador especifico directo denominado
Ara8d (5" GGAAATTACCTTAAGTTCTA 3’) para PpARF1 y un cebador directo F1 (5’
GGTGCACAGATGTTCATTGC’ 3’) para PsARF/XYL. El cebador adaptador reverso AUAP,
complementario a la regién de la cola poli(A), se utilizé en ambos casos, como se indica

en la Fig. 3.2.
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Figura. 3.2: Metodologia RACE 3’utilizada para clonar la regién 3’ terminal de los ADNc PpARF1y
PsARF/XYL.

3.19 RACE 5’ (Amplificacion rapida de extremos 5’ de ADNCc)

Para la amplificacién por PCR de la zona 5° de ADNc PsARF/XYL de ciruela se utilizo la
estrategia de “5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends” (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Se muestra un resumen de la técnica en la Fig. 3.3 y a continuacién
se detallan la modificaciones realizadas al protocolo original. La mayor consideracion a
tener en cuenta en la aplicacion de esta técnica resultd ser la integridad de la muestra
de ARNm inicial utilizada, ya que la técnica no discrimina ARNm degradado (sin CAP) del

qgue no lo esta, dando origen muchas veces a productos de amplificacién indeseables.
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Fig. 3.3: Metodologia RACE 5’ utilizada para clonar la porcion 5’ terminal de ADNc PsARF/XYL.
Los cebadores GSP1, GSP2 y GSP3 (anidados) se disefiaron especificamente a partir de la
secuencia parcial conocida PsARF/XYL.

3.19.1 Sintesis de ADNc RACE 5°

Para la sintesis de la primera hebra de ADNc se utilizaron 240 ng de ARNm de brotes de
Prunus salicina. Se disefié un cebador reverso GSP1 (cebador especifico de gen) en una
region distante a la porcién 5’ del gen, a una distancia de ~ 850 pb rio abajo de la misma
(R22: 5°"GGGTCAGCACAAGTAGGCTTGGG 3°). Con 0,4 pL (1 uM) de GSP1 se realizd la
sintesis de la primera cadena de ADNc mediante uso de SuperScriptT'vI Il RT modificando,
del protocolo original, la temperatura de sintesis que se fijé en 48°C (siendo 42°C la
temperatura original) para aumentar la especificidad en la hibridacion del cebador GSP1
(previamente se hallaron patrones de bandas inespecificas en multiples ensayos
mediante uso de diferentes cebadores GSP1, que luego de ser clonadas y secuenciadas

no coincidian con las secuencias buscadas). La reaccién se llevd a cabo en un volumen
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final de 25 pL y la muestra fue tratada con una mezcla de ARNasas (ARNasa H y ARNasa
T1) dado que el ARN puede inhibir la siguiente reaccién de ‘tailing’ del ADNc y la
subsiguiente PCR. El siguiente paso de purificaciéon del ADNc se llevd a cabo segun las
indicaciones originales. El exceso de nucleétidos y de cebador GSP1 fue removido
mediante purificaciéon con una solucién de unidon de Nal y las columnas SNAP cuya
membrana de silica une ADN mayor a 200 pb. Luego de sucesivos lavados se eluyé el
ADNCc en 50 plL de agua destilada. De esta forma, se evitaron interferencias en el paso

siguiente de ‘dCTP-tailing’ del ADNCc.

3.19.2 ‘Tailing’ homopolimérico de ADNc RACE 5°

La enzima TdT (deoxinucleotidil transferasa terminal) se empled para incorporar dCTP
en el extremo 3" del ADNc formando una cola homopolimérica que luego se utilizoé para
la hibridacion del cebador complementario AAP (Abriged Anchor Primer). Se utilizaron
10 puL de muestra de ADNc purificada en el paso anterior y 200 uM de dCTP en un

volumen final de 25 pL.

3.19.3 PCR del ADNc- poli(C)

Se utilizaron 5 pL de la reaccién anterior como molde de PCR utilizando el cebador AAP
complementario a la cola poli(C) y un cebador reverso especifico de gen GSP2 interno
complementario a una zona del gen que dista aproximadamente 800 pb del extremo 5’
del mismo (RIO: 5" TCCACCACACAGGCTTTGAAS3 3°). Se utilizaron 0,5 pL (10 uM) de cada
cebador en un volumen final de 25 uL y 2 unidades de tac polimerasa. Las condiciones
de operacién del termociclador fueron las siguientes: 94°C 3" (1X); 94°C 45”’, 58°C 457,
72°C 1" (35X); 72°C 7" (1X).

3.19.4 PCR anidada RACE 5°

Se diluyeron 5 pL de la PCR anterior en 495 uL de solucién reguladora TE y una alicuota
de 2,5 ulL de esta dilucidn, se utilizd como molde de PCR. Se utilizé el cebador directo
AUAP con un segundo cebador reverso especifico de gen, interno, GSP3 en un volumen

final de 25 pL. GSP3 (NestedGSP: 5 CGGGTCACGRAATATGTTCAC3’) hibrida en una zona
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gue dista 600 pb aproximadamente del extremo 5°del gen PSARF/XYL. Las condiciones
de operacion del termociclador fueron idénticas a las sefialadas anteriormente excepto
gue se aumento la temperatura de hibridacion a 60°C. De esta forma, se obtuvo una
banda del peso molecular esperado, que se purificd como fue descripto en la seccion

5.10 para clonar y secuenciar el extremo 5’ del gen PSARF/XYL.

3.20 Analisis densitométrico de bandas

El analisis densitométrico de las bandas se llevd a cabo utilizando el programa
QuantiScan version 3.1. Los valores graficados representan las areas integradas bajo los

picos correspondientes a cada banda los cuales son proporcionales a la densidad.

3.21 Tratamientos con DNAsa |

El ARNm o el ARN total se traté con DNasa | (Deoxyribonuclease |, Amplification Grade,
Invitrogen), de forma previa a la sintesis de ADNc. Las condiciones fueron 1 ug de ARN
total (6 20-50 ng de ARNm), 1 pL 10X solucién reguladora DNasa I, 1 uL DNasa I, Amp
Grad (1 U pL") y 10 pL de agua tratada con DEPC. La mezcla se incubd durante 15 min a
temperatura ambiente. La inactivacion de DNasa | se llevd a cabo agregando 1 uL de
EDTA 25 mM a la mezcla de reaccidn. Luego se calentd por 10 min a 65°C. Se utilizé una
alicuota de este ARN tratado (teniendo en cuenta la dilucién efectuada) para la sintesis
de ADNc. En experimentos control se utilizaron 2 y 3 unidades de DNAsa | obteniéndose

resultados similares.

3.22 Extraccion de ARN total

Para extraer ARN total se utilizé la técnica descripta por Verwoerd et al. (1989), con
algunas modificaciones. Se utilizé 1 g de mesocarpo de frutos y se pulverizé con
nitrégeno liquido hasta formar un fino polvo. Se agregd 1 mL de solucion reguladora de
extraccion precalentado a 80°C (150 pL de LiCl 4M, 600 pL de Tris-HCI 1M, pH 8, 600 L
de EDTA sddico 100 mM, 600 pL de SDS 10 % p/v, 3 g de fenol, 1050 puL de agua miliQ;
para 6 muestras). Luego de agitar mecdnicamente en agitador orbital durante 30 s, se
agregé 0,5 mL de una solucién cloroformo/isoamilico 24:1 recién preparado para cada

muestra y se agité mecanicamente de forma vigorosa. Se centrifugaron las muestras a
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10000 x g por 5 min a 4°C. Luego de transferir el sobrenadante a otro tubo, se agregd
LiCl 4 M en relacién 1:1 dejandose precipitar a 4°C toda la noche. Luego se centrifugaron
las muestras a 10000 x g por 5 min a 4°C y se descartd el sobrenadante disolviendo el
pellet en 0,25 mL de agua libre de RNAsas. Luego se agregd 25 ulL de acetato de sodio
3M vy se agitdé mecanicamente. Luego se agregd 0,55 mL de etanol absoluto y se
centrifugaron las muestras a 10000 x g por 5 min a 4°C. Se descarté luego el
sobrenadante y se agregd 0,2 mL de etanol 70%. Se centrifugaron las muestras a 10000
X g por 5 min a 4°C. Luego de descartar el sobrenadante, se dejé secar brevemente y se

disolvio el ARN total en 50 plL de agua libre de RNAsas.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Clonacion y caracterizacion de ADNc PpARF1 de Prunus persica

(L.) Batsch ‘Springcrest’

4.1 Obtencion de la secuencia de ADNc PpARF1

Para clonar y caracterizar genes codificantes de ARFs desconocidos que tuviesen
implicancia en procesos de crecimiento y maduracion del fruto de duraznero, se
realizaron alineamientos multiples de las secuencias disponibles en base de datos de
especies relacionadas. A partir de estos alineamientos se disefiaron cebadores
especificos y degenerados para amplificar mediante la técnica de RT-PCR las secuencias
de interés utilizando ADNc de distinta procedencia (mesocarpo de fruto maduro,
mesocarpo de fruto verde u hojas de Prunus persica ‘Springcrest’). De esta forma, se
obtuvieron secuencias de ADNc parciales, utilizando 4 combinaciones de cebadores
diferentes detallados en la seccién ‘materiales y métodos’. Cuando las secuencias
parciales fueron alineadas se obtuvo una secuencia ‘contig’ que carecia de una porcion
en la regidn 3" del gen. Mediante la técnica de 3" RACE se pudo completar la secuencia
la cual consistia de 2234 pb. Mediante analisis de homologia en BLAST-NCBI se
establecid que esta secuencia ‘contig’ representaba la regidn codificante de un gen de
interés. La misma fue confirmada a través de sucesivas clonaciones parciales y
secuenciaciones realizadas mediante uso de cebadores especificos (que fueron
disefiados a partir de este “borrador” de secuencia). Mediante analisis en BLAST-NCBI se
pudo determinar que el clon obtenido (GenBank no. de acceso DQ486870) presentaba
una gran homologia de secuencia con otras ARFs conocidas por lo que se lo denomind

PpARF1 (Fig. 4.1).
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PpARF1 ATGGGCTCTCGCAAGTCCCCTCATGTTGTTCTTCTGCTATAGT-CTTGGTTTGCT--TT 57
P. pirifolia ATGGGCTCTTGCAAGTCCCCTCACATTGTTCTTCTGCTATATGT-ATR&EIF-CC 57
M donestica ATGGGTTCTTGCAAGTCCCCTCACGTTGTTCTTCTGCTACATGT-CTB&TIF-CT 57
S. lycopersi con ATGGAGTCAAGGCATTCCATTCATCACGTACTGCTTCTAGTTTTGTTGEGTGCC 60

*kkk kk k Kk kkk Kkkk *k Kk kk *kk Kk Kk kkk kkkk

PpARF1 GTGTATCAATCTTTTGCTATTGGAGTTGATACGAACCAGACKACAAAGCTGCTGGTGGAT 117
P. Pirifolia GTCTATCGTTGCTTTGCCATTGGAGTCGATGCAAACCAGACAGCRAARBTTGAT 117

M donestica GTCTATCGTTGCTTTGCCATTGGAGTCGATGCAAACCAGACAGIIAFACTTATCGAT 117
S. lycopersi con CTGTGCCAATGCTCTGCTACTGGGGTTGAAGCAAACCAGACAGGEITAITGAAT 120

* k Kk Kk ok kkk Kk kkk kk kk Kk k% *kkkkkkkkk  kkkkk Kk Kk

PpARF1 GCTTCTGAAGCATCGGGACGGCCAATATCTGAAACACTGTTFAGTTTCTTCGAGGAG 177
P. pirifolia GCTTCTCAAGCATCTGCACGCCCAATATCTGACACGCTGTTCGIARTTTGAGGAG 177
M donestica GCTTCTCAAGCATCCGCACGCCCAATATCTGACACGCTGTTTGHARTTTGAGGAG 177
S. lycopersi con GCATCCGAAGCATCAGCAAGGAGAATACCTGATACCCTTTTTGGTRTRGAGGAG 180

*k kk kkkkkkk k k k  kkkk kkkk kk *k kk kk kk kkkkk kkkkkk

PpARF1 ATTAATCATGCTGGTGCCGGCGGGCTATGGGCTGAGCTTGTAAGBGAGGTTTTGAA 237
P. Pirifolia ATTAACCATGCTGGTGCTGGCGGGGTGTGGGCTGAGCTTGTABBEGABGTTTTGAA 237
M donestica ATTAACCATGCTGGTGCTGGCGGGGTGTGGGCTGAGCTTGTABSGABGTTTTGAA 237
S. lycopersi con ATCAATCATGCTGGTGCTGGTGGATTGTGGGCTGAGCTTGTCAAGRBTRAE GAA 240

*k K%k *k k% % * kkk

PpARF1 GCTGGGGGCCCTAACGTTCCTTCCAACATTGATCCTTGGTCTAATTGGGAATGAGTCA 297
P. pirifolia GCTGGGGGCCCTAACACTCCTTCTAACATTGATCCTTGGGCGAGRWAATGAGTCC 297
M donestica GCTGGGGGCCCTAACACTCCTTCTAACATTGATCCTTGGGCGAGRTAATGAGTCC 297
S. lycopersi con GGTGGAGGCCCAAACGTACCTTCAAATATTGATCCTTGGTCTATEERTGBGTCC 300

* kkok dokkkk kkk kkkkk kk kkkokkokkk dkkk k kk kkkkk  dokkkkkk

PpARF1 TCTTTGATAGTGTCAACGGACCGTTCTTCATGCTTTGACCGCAAGGTTGCACTTCGA 357
P. pirifolia TTTTTAATTGTGTCAACGGACCGTTCATCATGCTTTGACCGCAATEEBAGTCCGA 357
M donestica TCTTTGATTGTGTCAACGGACCGTTCATCATGCTTTGACCGCAATBBACGTTCGA 357
S. lycopersi con AAAGTGATTGTATCAACAGACCGTTCATCATGCTTTGATCGGAATBBASTTCAA 360

* kk Kk kkkkk kkkkkkkk kkkkkkkk *kk kk kk kk Kkkkkk k k %

PpARF1 ATAGAGGTGCTATGTGATAGCCAAGGTGCCAGTAGCTGCCISATGGTGGTGTAGGAATT 417
P. pirifolia ATGGAGGTGCTATGTGACACCCAAGGCGCCAATAGCTGCCCTGGIGGGAATT 417
M donestica ATGGAGGTGCTATGTGACACCCAAGGCGCCAATAGCTGCCCTGGIGGGAATT 417
S. lycopersi con GTGCAGGTGCTCTGTGACCATACAGGTGCCAATATCTGTCCAGAGEBAGGATC 420

*  kkkkkkk kkkkk *kk kkkk kk *kk kk Kk kkk kk kk kk kK

PpARF1 TATAATCCTGGGTTCTGGGGCATGAATATTGAAAAGGGGAMECTACAGTGTTGTTCTT 477
P. pirifolia TATAACCCTGGGTTCTGGGGCATGAATATAGAAAAAGGGAAGAIMNIASCTGTTCTT 477
M donestica TATAACCCTGGGTTCTGGGGCATGAATATAGAAAAAGGGAAGAIMNTASCTGTTCTT 477
S. lycopersi con TACAACCCGGGATTCTGGGGCATGAATATTGAGCAGGGAAAGABTTAGALCTT 480

*k Kk kk kk kkkkkkkkkkkkkkkkk k% * *k kkkk khkkk *k kkk

PpARF1 TATGTCCGCTCATCTGGATCAATCAATGTGTCCGTATCATTACGGGCTCAGATGGGTTG 537
P. pirifolia TATGTTCGTTCATCTGGATCAATCAATGTATCCGTATCACTGAGAEAGATGGGTTG 537
M donestica TATGTTCGTTCATCTGGATCAATCAATGTATCCGTATCACTGAGAEAGATGGGTTG 537
S. lycopersi con TATGTTCGTTCCGAAGAATCAGTCAATGTATCTGTCGCTTTAACTENTIGGATTG 540

*kkkk kk Kk * kkkk kkkkkkk kk k% * Kk kk kk kkk kkkk kkk

Figura. 4.1: Alineamiento parcial del ADNc obtenido (PpARF1) de Prunus persica con secuencias
de maxima homologia en BLAST-NCBI. Numeros de acceso: AB073311 P. Pirifolia (pera);
AY309436 M. domestica (manzana); AB073310 S. lycopersicon (tomate).
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4.2 Analisis bioinformatico de la secuencia de ADNc PpARF1

Mediante uso del programa ‘ORF finder-NCBI’ se establecié que el ADNc secuenciado
contenia una regién codificante probable de 2034 nucleédtidos (Fig. 4.2). La proteina
deducida a partir de este ADNc contaba con 677 aminoacidos (nucledtidos 81-2114).
Mediante uso del programa SignalP se predijo la presencia de un péptido senal de 25
aminoacidos de longitud en la proteina PpARF1. La secuencia sefial presente en el
extremo amino terminal de PpARF1 se clivaria entre los residuos Ala e lle en las
posiciones 25 y 26 respectivamente, resultando en una proteina madura de 71,6 kD, con
un pl tedrico de 4,94. El programa SMART identific6 un motivo COOH-terminal
conservado en ARFs de casi 200 residuos (en los residuos 460-651) que cataliza la
hidrdlisis de uniones de restos arabinosilos terminales no reductores en polisacaridos
gue contienen L-arabinosa. También permitié identificar un médulo de unién a hidratos
de carbono (CBM_4 _9), que comienza en la posicion 70 hasta la posicidon 235, aunque se
requeriria mayor evidencia experimental para establecer si este dominio realmente
confiere unién a hidratos de carbono. El programa TargetP 1.1 predice fuertemente que
la proteina codificada por PpARF1 seria exportada a apoplasto sugiriendo que esta ARF
putativa estaria involucrada en la liberacidn de restos arabinosilos de la pared celular. El
programa arrojé 10 presuntos sitios de N-glicosilacidn, sobre la base de la presencia del
tripéptido Asn-X-Ser/Thr (donde X es cualquier aminoacido excepto Pro) de los cuales
solo 6 Asn fueron candidatas mas probables de glisicosilacion y solo un sitio de N-
glicosilacion, localizado en la posicion 168 del péptido maduro, resultd tener una alta

especificidad (Asn muy probablemente glicosilada).
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Figura. 4.2: Secuencia
completa PpARF1 de durazno
y el analisis bioinformatico de
la proteina deducida. Se
indican los codones de
iniciacion y terminacién de la
traduccidén en recuadros y
negrita y la cola poliA del
ARNm en negrita. Subrayado
se muestra el péptido sefial de
direccion a apoplasto, en letra
cursiva las regiones 5"y 3" no
traducidas de los extremos y
en fondo de color los dominios
proteicos conservados segun
el programa SMART (gris
oscuro: dominio putativo de
union a hidratos de carbono
NH, terminal, gris claro:
dominio catalitico COOH-
terminal). Las asn (N)
probablemente glicosiladas se
muestran en recuadros rojos.
Se indican los aminoacidos del
sitio activo probable
recuadrados en verde (Glu 384
-acido catalitico- y Glu 461 -
nucledfilo -) propuestos
previamente por Shallom
(2002) y Henrissat (1995).
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4.3 Analisis filogenético de PpARF1

La secuencia de aminoacidos deducida a partir de ADNc PpARF1 fue alineada con otras
secuencias publicadas de glicosilhidrolasas (GHs) de plantas clasificadas en tres familias
diferentes, las familias 1, 3 y 51, mediante el programa ClustalW (Thompson et al., 1994)
y se obtuvo un arbol filogenético (Fig. 4.3). El 4rbol fue construido utilizando las enzimas
de la familia 1 como grupo externo. Las GHs que son miembros de la familia 51
usualmente hidrolizan un relativamente bajo nimero de sustratos, incluyendo arabino-
oligosacaridos de cadena corta. La familia 51 de GH (Coutinho y Henrissat, 1999; URL:
http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/) comprende ARFs (EC 3.2.1.55) y endo-B-glucanasas (EC
3.2.1.4). Actualmente, el sitio CAZy registra 510 entradas en la familia 51 de GHs en total

(http://www.cazy.org/fam/GH51.html), pero sélo 84 en organismos eucariotas y muy

pocas enzimas de arboles frutales, con probada o putativa actividad de ARF por lo cual
ramas adicionales corresponden a enzimas de otros organismos eucaridticos o
bacterias.

El analisis bioinformatico de los alineamientos proteicos revela que la proteina PpARF1
contiene entre 86 y 83 % de identidad de secuencia de aminoacidos con homadlogos de
ARF provenientes de manzana (Nro. de acceso en GenBank: AY309436), pera japonesa
(Nro. de acceso en GenBank: AB073311) y pera europea (Nro. de acceso en GenBank:
AB067643).

La secuencia correspondiente a PpARF/XYL de durazno fue introducida para la
construccidn del arbol como exponente de la familia 3 de glicosilhidrolasas y como se

vera en los capitulos posteriores guarda relacidon con genes clonados en esta tesis.
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Figura. 4.3: Arbol filogenético inferido a partir de GHs de plantas. Comparacién de las secuencias
de aminoacidos deducidas de PpARF1 vy PpARF/XYL de duraznero con otras o-L-
arabinofuranosidasas, a-L-arabinofuranosidasa/B-D-xilosidasas y PB-D-xilosidasas. PpARF1 fue
clonado en el transcurso de esta tesis, PPARF/XYL fue clonado por Hayama et al. (2006) e
introducida como exponente de la familia 3 de GHs. Los nimeros a continuacion de los nombres
especificos indican la distancia filogenética relativa entre ramas.

61



4.4 Analisis de la actividad de a-L-arabinofuranosidasa

Se cosecharon y seleccionaron frutos en desarrollo de duraznero sobre la base de su
didmetro ecuatorial, produccion de etileno y firmeza para las determinaciones
posteriores (Fig. 4.4). Los duraznos fueron clasificados segun la medicion de estos
indices, procesados para la obtencion de extractos de ARFs (para los ensayos de
actividad) o disectados e inmediatamente almacenados a -80 °C (para posterior analisis
de ARN) sin un periodo de almacenamiento previo.

Al realizar el seguimiento de la ontogenia de los duraznos se obtuvo que el crecimiento
de los frutos se extendid hasta los 74 Ddpf, momento en que el fruto alcanzé
practicamente su tamafio maximo (Fig. 4.4). Durante todo este periodo los frutos
incrementaron su diametro ecuatorial sin una produccién de etileno considerable. Las
etapas de crecimiento se diferenciaron de la siguiente manera: S1 (fase inicial de
crecimiento exponencial) que tuvo una duracion de 11 dias, S2 (fase estacionaria) con 6
dias de duracion, luego la fase S3 (fase de expansidn celular) que tuvo una extensién de
27 dias y dentro de la cual se analizaron dos estados diferentes, denominados S3
temprano (S3-E) a los 48 Ddpf y S3 tardio (S3-L) a los 67 Ddpf , estados que delimitaron
el comienzo y el fin de la etapa de agrandamiento celular. Luego, S4, que tuvo una
duracién de 4 dias, momento en el que el fruto alcanzé su tamafio completo
encontrandose aun inmaduro (fruto preclimatérico). Los frutos comenzaron a producir
etileno a partir de los 75 Ddpf, de forma concomitante con el inicio de la pérdida de
firmeza (ablandamiento). Las etapas de maduracién fueron designadas de la siguiente
manera: R1 (inicio de produccién de etileno climatérico), R2 (madurez incipiente), R3
(madurez intermedia), R4 (madurez completa, pico de produccién de etileno), R5
(sobremadurez). Las transiciones de estado fueron determinadas segun Chalmers y Van
den Ende (1975). El maximo en la produccién de etileno (11,5 uL g™ h™) se observé en el
estado denominado R4, a los 78 Ddpf, cuando el fruto se encontraba maduro por
completo y el ablandamiento (~20 N de firmeza) alcanzaba los niveles de consumo
fresco del mismo.

Los datos de actividad enzimatica fueron expresados por unidad de peso fresco o por
fruto. La actividad enzimatica expresada por fruto, en lugar de la actividad enzimatica

especifica (es decir, expresada por unidad de proteina), permite verificar los cambios en
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los niveles de actividad con independencia de los cambios en los niveles de proteina por
unidad de peso, que ciertamente se producen a través de la ontogenia del fruto.

Los frutos en estado S1 mostraron altos niveles relativos de actividad total de ARFs basandose
en unidades de peso fresco pero la actividad fue descendiendo durante S2 y S3 alcanzando un
valor minimo en S3-L (Fig. 4.5). Sin embargo, la actividad total del fruto fue relativamente baja
en S1 y se incrementaba paulatinamente en el mesocarpo durante la fase estacionaria y
durante la fase de expansidn celular, disminuyendo al final del estado S3. En la etapa final de
crecimiento (S4) y progresivamente durante la maduracion, la actividad total de ARF del fruto
mostrd un incremento relativo importante al comparar sus niveles con los obtenidos durante
el desarrollo del fruto, con un valor maximo en R4, que coincide con el pico en la produccién
de etileno climatérico.

Por otro lado, se habian tomado muestras separando distintos tejidos del fruto en estados
ontogénicos especificos, de la siguiente manera: epicarpo, mesocarpo externo y mesocarpo
interno, como fue descripto en la seccidn ‘Materiales y Métodos’. Si bien los analisis de
actividad enzimatica, por lo comun, son llevados a cabo a partir de muestras de mesocarpo
indistintamente, se evaluaron posibles diferencias en relacién a la distribucion espacial de la
actividad enzimatica del fruto. La actividad resultd mayor en el mesocarpo interno y
menor en el mesocarpo externo, en todos los estados analizados, exceptuando R1 (Fig.
4.6). En duraznos en estado S3 temprano, R2 y R5, el epicarpo mostrd una actividad
enzimatica intermedia en relacion con la obtenida en los otros dos tejidos. Los
resultados muestran que la distribuciéon de la actividad enzimatica de ARF es

heterogénea dentro del fruto.
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Figura. 4.4: El diametro del fruto, la produccion de etileno y la firmeza de duraznos ‘Springcrest’
durante el crecimiento y la maduracidn. Los valores representan la media + DE de 15 (etileno y
firmeza) o 50 (didametro) repeticiones. Las flechas indican la toma de muestras para el analisis de
ARN y ensayos de actividad de a-L-arabinofuranosidasa
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Figura. 4.5: Actividad total de a-L-arabinofuranosidasa durante el crecimiento y la maduracién de
duraznos ‘Springcrest’. La actividad fue expresada tanto por gramo de peso fresco (PF) como
sobre la base del fruto entero. Se definié una unidad enzimatica como la cantidad de enzima
que hidroliza 1 pg h™ de p-nitrofenil-a-L-arabinofuranésido. La actividad enzimatica fue
expresada como la media + DE (Desvio Estandar) de tres repeticiones.
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Figura. 4.6: Actividad de a-L-arabinofuranosidasa total en tres tejidos diferentes (epicarpo,
mesocarpo externo y mesocarpo interno) de frutos en estado S3-E (S3 temprano, durante el
crecimiento), R1, R2 y R5 (durante la maduracién). La actividad fue expresada por gramo de
peso fresco (PF). No se analizaron frutos mas jovenes debido a la imposibilidad de separar
apropiadamente los tres tejidos. Se definié una unidad enzimatica como la cantidad de enzima
que hidroliza 1 pg h™ de p-nitrofenil-a-L-arabinofuranésido. La actividad enzimatica fue
expresada como la media + DE (Desvio Estandar) de tres repeticiones.

4.5 Expresion de los genes PpARF1y PpARF/XYL de Prunus persica

4.5.1 Patron de expresion temporal en mesocarpo

El patron de expresion temporal, tanto de PpARF1 como de PpARF/XYL, fue analizado
utilizando ARNm de mesocarpo de fruto (Fig. 4.7 y 4.8). La acumulacion de ARNm
PpARF1 fue detectada en cada estado ontogénico, con un maximo en S2 y una
disminucion subsiguiente hacia S4 (Fig. 4.7). Notablemente, la acumulacién de los
transcriptos de PpARF1 no mostrd una correlacion positiva con la tasa de crecimiento
dado que sus niveles fueron mas altos en S2 que en S3. Por otra parte, el ARNm PpARF1
se acumulé de forma significativa en S3-L (S3 tardio), estado en el que la actividad de
ARF resultd minima. En contraste, la expresidon del gen PpARF/XYL fue relativamente alta
sélo en estados de desarrollo especificos, como el denominado S3-E (S3 temprano) y, en

menor medida, S1.
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Figura. 4.7: Analisis de la acumulacion de transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL mediante RT-PCR
semicuantitativa, durante el crecimiento de duraznos ‘Springcrest’. Los frutos fueron
cosechados y asignados a distintos estados fisioldgicos de la siguiente forma: S1 (34 Ddpf;
apariciéon del fruto, fin de la fase inicial de crecimiento exponencial), S2 (39 Ddpf; fase
estacionaria), S3 temprano (S3-E) y tardio (S3-L) (48 Ddpf y 67 Ddpf, respectivamente; fase de
expansion celular), y S4 (74 Ddpf; fruto de tamafo completo pero inmaduro, preclimatérico). El
gen de actina se utilizé como control interno. Ddpf: dias después de plena floracion.
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Figura. 4.8: Analisis de la acumulacién de transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL mediante RT-PCR

semicuantitativa, durante el ablandamiento de duraznos ‘Springcrest’. Los frutos fueron
cosechados en 5 estados de ablandamiento: R1 (inicio de produccion de etileno climatérico), R2

(madurez incipiente), R3 (madurez intermedia), R4 (madurez completa, pico de produccién de

etileno), R5 (sobremadurez). El gen de actina se utilizd como control interno.
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Valero et al. (2007) clasificaron los duraznos durante el proceso de maduracion en tres
clases distintas usando criterios de firmeza establecidos previamente. El umbral de 35 N
es la firmeza minima en duraznos por sobre la cual no se produce deterioro notorio del
fruto durante las practicas de manejo estdndares, cuando el mismo es transferido a los
puntos de venta. Los duraznos entre 18 y 35 N son considerados como “listos para
comprar”, dado que comienzan a ceder ante la presidon de la palmay a liberar su aroma.
Finalmente, frutos por debajo de 18 N se consideran “listos para comer”, aunque
aquellos entre 8 y 13 N, son considerados éptimos para la aceptacién por parte del
consumidor (Dawson et al., 1992). Estos umbrales fueron seleccionados dado que
indican cambios criticos durante la maduracion en postcosecha.

Los transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL estuvieron presentes en cada estado de
ablandamiento aunque con distintos niveles de acumulacién (Fig. 4.8). Se hallaron
aumentos sustanciales en los transcriptos PpARF1 en frutos R2 (comienzo del pico
climatérico), en frutos R4 (fin del pico climatérico) y en frutos R5 (periodo fundente del
ablandamiento), mientras que los transcriptos PpARF1 disminuyeron en R1y R3. En este
analisis, los niveles de transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL alcanzaron un maximo durante
R4 y R5 respectivamente, estados en los que se habia detectado la mayor actividad de
ARF (Fig. 4.5) siendo R4 el estado que coincide con el pico en la produccion de etileno
declinando levemente en R5 (Fig. 4.4). Por otro lado, estos resultados muestran que la
acumulacién de transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL en el fruto comienza antes del pico

climatérico (Fig. 4.7).

4.5.2 Patron de expresion espacial en el fruto

Se realizaron andlisis de RT-PCR para determinar la acumulacién de ARNm en tres
tejidos del fruto (Fig. 4.9). La acumulacién maxima de los transcriptos de PpARF1 y
PpARF/XYL ocurrid en el mesocarpo interno. El ARNm de PpARF/XYL se detectd en
menor medida en epicarpo y en mesocarpo externo. En cambio, la acumulacion de
transcriptos de PpARF1 en esos tejidos fue dificilmente detectable. Como se vera mas
adelante, se hallé un patrén de expresion muy parecido cuando las muestras de ADNc

provenian de mesocarpo de ciruelas para los mismos tejidos analizados en esta seccién.
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PPARF1

PpARF/XYL

Actina

E ME Mi
Tejidos del fruto

Figura. 4.9: Analisis de la acumulacion de transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL mediante RT-PCR
semicuantitativa en tres tejidos del fruto en estado de crecimiento S3-E (S3 temprano). Los
tejidos fueron los siguentes: epicarpo (E), mesocarpo externo (ME) y mesocarpo interno (Ml). El
gen de actina se utilizé como control interno.

4.5.3 Patron de expresion en otros tejidos

Se realizaron analisis de RT-PCR para analizar si los transcriptos de PpARF1 y PpARF/XYL
son detectables en otros tejidos, diferentes a los del fruto. Ambos genes se expresaron
en todos los tejidos vegetativos y reproductivos analizados: pétalos, sépalos, estambres,
ovarios, hojas y raices, a niveles variables (Fig. 4.10). En 6rganos vegetativos, el maximo
nivel de ARNm de PpARF1 se encontrd en sépalos mientras que el maximo nivel de
ARNm de PpARF/XYL ocurrié en hojas maduras y sépalos. En menor medida, la
acumulacién de transcriptos de PpARF1 y PpARF/XYL se encontré en otros organos
florales y raices. Llamativamente, la expresion de los genes analizados demuestra estar
presente, no de forma especifica en los frutos de Prunus persica, sino también en otros

tejidos de la planta.
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PpARF1

PPARF/XYL

Actina

Pe Se Es Ca Ho Ka

Figura. 12: Acumulacion de transcriptos PpARF1 y PoARF/XYL en diferentes tejidos vegetativos y
reproductivos de duraznero. Pe: pétalos, Se: sépalos, Es: estambres, Ca: carpelos, Ho: hojas
intactas expandidas, Ra: raices incipientes. La expresidén del gen de actina se utilizé como control
interno.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

Clonacion del gen PsARF/XYL de Prunus salicina Lindl. ‘Gigaglia’ y

de dos variantes de ADNc

5.1 Reacciones de RT-PCR para la clonacion de ADNc PsARF/XYL

Con el objetivo de describir el patrén de transcripcion de un gen homdlogo a PpARF/XYL
en ciruela japonesa, se ided la clonacion de un ADNc putativo. Para clonar ADNc de
Prunus salicina Lind.l ‘Gigaglia’ homdlogo a PpARF/XYL, se realizaron alineamientos de
las secuencias de nucléotidos correspondientes a tal gen y a PpARF2 - gen homdlogo
putativo de Pyrus pyrifolia (Tateishi et al., 2005)- con el cual comparte una alta
identidad de secuencia, mediante uso del programa ClustalW. A partir de los
alineamientos obtenidos se disefnaron cebadores en regiones de aminacidos
conservadas para amplificar por RT-PCR fragmentos de ADNc de mesocarpo de ciruela
japonesa. Los cebadores utilizados se indican en la Fig. 5.1 (otros cebadores fueron
disefiados en la porcion 5’ del gen pero no se lograron obtener los productos de RT-PCR
esperados). La técnica de RT-PCR fue efectiva para todas las combinaciones de
cebadores detectdandose bandas Unicas en todos los casos. Sin embargo, al emplear los
cebadores 1-2, 1-3, 2-2, 2-3 se observd un excedente de ~100 pb y no asi para los
cebadores 1-1, 3-3 que permitieron obtener fragmentos de RT-PCR del tamafio
esperado (Fig. 5.2). Parecia que la region acotada por los cebadores F2-R2 contenia una

insercion de aproximadamente 100 pb.
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|Atg «— «— «— !
R1 R2 R3
Combinacién de | Tamaio del producto de RT-PCR
cebadores esperado (en base a PpARF2)

F1-R1 247 pb

F1-R2 439 pb

F1-R3 686 pb

F2-R2 208 pb

F2-R3 455 pb

F3-R3 266 pb

Figura. 5.1 : Cebadores utilizados para la clonacién parcial de ADNc PsARF/XYL de ciruela
japonesa.

Combinaciones de Cebadores:

11 12 13 22 23 33

- 850 pb
- 550 pb

- 250 pb

Figura. 5.2: Productos de RT-PCR obtenidos a partir de mesocarpo de ciruela japonesa al utilizar
los cebadores de la Fig. 5.1. Para las combinaciones de cebadores 1.1 y 3.3 la banda
corresponde al PM esperado. Para el resto, se observa un excedente de 100 pb
aproximadamente.

5.2 Secuenciacion y analisis de los fragmentos de RT-PCR

Para analizar los resultados obtenidos por RT-PCR, la banda de interés fue purificada del
gel de agarosa (combinaciéon de cebadores F1-R3), clonada en vector pGEM-T Easy y
secuenciada. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 780 pb (‘AXCir’) que se

alined con la secuencia de durazno PpARF/XYL (Hayama et al., 2006), observandose una
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insercion dentro de la region codificante de 116 pb (Fig. 5.3). Esta insercion tenia un
tamafio coincidente con la longitud media de los intrones en plantas y también un
contenido importantes de bases A y T como tipicamente se encuentra en intrones
vegetales. Bajo la hipdtesis de que la insercion podria corresponder a un intrén dentro
de la regidén codificante, se ingresd la secuencia ‘AXCir’ en el programa Netgene2
(Hebsgaard et al., 1996) que permite predecir sitios dadores y aceptores de splicing. El
programa predijo sitios de splicing que coincidian con el comienzo y fin de la insercion
(Fig. 5.4).

La presencia de un intrén en los fragmentos de RT-PCR podia deberse a la presencia de
contaminaciones con ADN gendmico en el molde de PCR o bien podia formularse la
hipdtesis de la existencia de dos variantes de transcriptos alternativamente spliceados a
partir del gen PsARF/XYL de ciruela japonesa.

Se hipotetizd que, de ocurrir la retencién de un intrén como mecanismo de SA sobre el
gen PsARF/Xyl, seria factible hallar una variante de ADNc sin intrén, proveniente de
transcriptos totalmente spliceados. Para tal fin, se realizaron reacciones de RT-PCR en
condiciones poco restrictivas con distintas muestras de ADNc de ciruelo japonés vy
cebadores que abarcan la zona del intrén (F2-R3) obteniéndose dos bandas (Figura. 5.5).
La banda de tamafio esperado se denomind ‘variante normal (‘Vn’) y la banda superior

‘variante que retiene intron (‘Vri’).
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‘AXCIR’
PpARF/ XYL

GGTGCACAGATGTTCATTGCAATGGAAACCAG CTATTTGGTGCTGCTGAGGCCGCAGCAA
GGTGCACAGATGTTCATTGCAACGGAAACCAACTATTTGGGCTGCTGAGGCCGCAGCAA

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

GACAGGCTGATGCAACTGTCTTGGTAATGGGC CTTGACCAATCCATTGAAGCCGAATTCG
GACAGGCTGATGCAACTGTCTTGGTAATGGGCCTTGACCARCCATTGAAGCCGAATTCG

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

TAGACCGAGTCGGTCTCCTTTTGCCCGGGCAC CAGCAAGAGCTAGTATCCAGAGTGGCCA
TAGACCGAGCCGGTCTCCTTTTGCCAGGACACCAACAAGAGTAGTGTCCAGAGTGGCCA
*%

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

*k kkk

GGGCCTCTAGAGGCCCAACCATCTTGGTCTTG ATGTCTGGTGGCCCAATTGATGTCACAT
GGGCCTCTAGAGGCCCAACCATCTTGGTCTTGATGTCTGGEGCCCAATTGATGTCACGT
*

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

TCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCGCTATT  ATTTGGGTTGGGTACCCTGGCCAAGCCG
TCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCGCTATTATTTGGGTIGGGTACCCTGGCCAAGCCG

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

GAGGAACTGCCATAGCTGATGTTCTATGCGGT  ACCACAAACCCBEEBAATAAAGGAGTA
GAGGAACTGCCATAGCCGATGTTCTATTTGGGACCACAAACCAG
*k

CAACAAACTCTTGTTCATATATTTTTATCTTTGTCAACAAAGTGAAAACTAATGTCGICC

GACTAAATAGTCATGGACTAATTATTATATGT TTTGTACAGGAGGAAAGCTTCCCATGAC
GAGGAAAGCTTCCCATGAC

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

ATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCATTTGC CAATGACAGATATGGCCATGAGGGCAGA
ATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCATTTGCCAATGACAGTATGGCCATGAGGGCAGA

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

CCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACA GGTTCTACAGAGGCCCAGTTGTCTTCCC
CCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACAGGTTCTAGMGGCCCAGTTGTCTTCCC

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

ATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACGACTTTTG CCCACAATCTTGCACATGGGCCCACATC
ATTTGGTCTGGGCCTAAGCTACACAACTTTTGCCCACAATCTGGCACATGGGCCCACATT

‘AXCIR’
PpARF/ XYL

GGTCTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAAAGCCA CCGCAAACTCGACCATGCTGAGCAAAGC
GGTCTCCGTGCCTCTCACCAGCCTAAAAGCCACCGCAAAGTAACCATGCTGAGCAAAGC

‘AXCIR’
PPARF/ XYL

TGTGAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAATGCAC TCTCCCCCCTGGACGTACACGTGGATGT
TGTGAGAGTGAGCCACGCGGACTGTAATGCACTCTCCCCAGGACGTACACGTGGATGT

‘AXCIR’
PpAX/ XYL

TAAAAACACTGGGATCCATGG
TAAAAACACTGGG-TCCATGG

Kkkkkkkkkkkkkk kkkkkkk

Figura. 5.3: Alineamiento multiple de secuencias utilizando el programa ClustalW. Se muestran
la secuencia obtenida (‘AXCir’) en reacciones de RT-PCR de mesocarpo de ciruela japonesa con
cebadores F1-R3 y la secuencia PpARF/XYL publicada por Hayama et al. (2006, no. acceso
AB264280). En la secuencia ‘AXCir’ se observa una insercién de 116 pb. En color se muestra el
contenido A+T de la insercion.
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Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3' phase strand confidence 5' exon intron 3'
346 1 + 1.00 ACAAACCCAGNGTAATAAAGG
Acceptor splice sites, direct strand
pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3'
461 1 + 0.96 TTTTGTACAGMNGAGGAAAGCT
Branch points, direct strand
pos 5'->3' strand  score 5' @
425 + -2.04 CGTCCGACTAAATAGTCATG

‘AXCIR’ GAGGAACTGCCATAGCTGATGTTCTATGCGGTACCACAAACCCAGGTAATAAAGGCAGTA
PpARF/XYL GAGGAACTGCCATAGCCGATGTTCTATTTGGGACCACAAACCCAG

‘AXCIR’ CAACAAACTCTTGTTCATATATTTTTATCTTTGTCAACAAAGTGAAAACTAATGTCGTCCG

PpARF/XYL
‘AXCIR’ ACTA@ATAGTCATG GACTAATTATTATATGTTTTGTACAGGAGGAAAGCTTCCCATGAC -
PpARF/XYL GAGGAAAGCTTCCCATGAC -

Figura. 5.4: Sitios de splicing predichos para le secuencia ‘AXCir’ mediante uso del programa
Netgene?2. Los sitios dador y aceptor de splicing coinciden con el comienzo y fin de la insercion
hallada al alinear ‘AXCir’ con PpARF/XYL.

“Vri’ (801)

“vri’ (571) ‘Vn' (686)

‘Vn’ (455)

Figura. 5.5: RT-PCR a partir de ARNm de distintos tejidos de ciruelo japonés. Se utilizaron
cebadores F2-R3 en las calles 1, 2 y 3 para distintos tejidos. Los cebadores F1-R3 se utilizaron
en la calle 5 para obtener fragmentos de mayor tamafio que se clonaron y secuenciaron. Calle 1:
mesocarpo, Calle 2: sépalos, Calle 3: hojas, Calle 4: marcadores de PM, calle 5: mesocarpo. El
fragmento ‘Vri’ corresponde a la variante con intrén, el fragmento ‘Vn’ corresponde al tamafio
esperado segun el ADNc del gen PpARF/XYL de duraznero. EIl ARNm fue previamente tratado
con DNasa |.
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Los resultados obtenidos hasta entonces indicaban la posibilidad de que estas dos

bandas, en las reacciones de RT-PCR, resultaran de la presencia de dos variantes de ARN

mensajero para el gen PsARF/XYL. Cuando las bandas mostradas en la Fig. 5.5 (calle 5)

se clonaron y secuenciaron, se obtuvo a partir de los alineamientos de secuencia, que la

banda ‘Vn’ correspondia a la secuencia ‘Vri’ exceptuando la zona del intrén (Fig. 5.6).

GGTGCACAGATGTTCATTGCAATGGAAACCAGCTATTTGGTGCAGGUEGCAGCAA 60
GGTGCACAGATGTTCATTGCAATGGAAACCAGCTATTTGGTGCAGGUEGCAGCAA 60

Kkkkkkkkkkkkk

GACAGGCTGATGCAACTGTCTTGGTAATGGGCCTTGACCAATCAXGTGGAATTCG 120
GACAGGCTGATGCAACTGTCTTGGTAATGGGCCTTGACCAATCAXGTGGAATTCG 120

K*kkkkkkkkkkk

TAGACCGAGTCGGTCTCCTTTTGCCCGGGCACCAGGAAGAGCTEAGANGTGGCCA 180
TAGACCGAGTCGGTCTCCTTTTGCCCGGGCACCAGGAAGAGCTEAGANGTGGCCA 180

*kkkkkkkhkkk

GGGCCTCTAGAGGCCCAACTATCTTGGTCTTGATGTCTGGTGGAOGRASTCACGT 240
GGGCCTCTAGAGGCCCAACTATCTTGGTCTTGATGTCTGGTGGOGRASTCACGT 240

*kkkhkhkhkkk

TCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCGCTATTATTTGGGTTGGGTAGCCAAGCGG 300
TCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCGCTATTATTTGGGTTGGGTAGCCAAGCGG 300

*kkkkkhkhkkk

GAGGAACTGCCATAGCTGATGTTCTATTCGGTACCACAAACCCAG—--- 346
GAGGAACTGCCATAGCTGATGTTCTATTCGGTACCACAAAGCCABBAASEEAGA 360

GAGGAAA GATTCCCATGAC 364

GACTAAATACTCATCCACTAATTATTATATCTIIITCTACAGGAGGARRCCCATGAC 480

*kkkkkk *kkkhkhkhkkk

ATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCATTTGCCAATGACAGATATII&AGGGCAGA 424
ATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCATTTGCCAATGACAGATATAI&AGGGCAGA 540

*kkkhkhkhkkk

CCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACAGGTTCTACAGAGEUETCTTCCC 484
CCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACAGGTTCTACAGAGETETCTTCCC 600

*kkkkkhkhkkk

ATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACAACCTTTGCCCACAATCTTAGKEACCCACATC 544
ATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACAACCTTTGCCCACAATCTTAGKEACCCACATC 660

*kkkhkhkhkkk

GGTCTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAAAGCCACCGCAAACTCGACTIAAGCAAAGC 604
GGTCTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAAAGCCACCGCAAACTCGACTIAAGCAAAGC 720

*kkkhkhkhkkk

TGTGAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAATGCACTCTCCCCCCTBGACGTGGATGT 664
TGTGAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAATGCACTCTCCCCCCTBGACGTGGATGT 780

*kkkhkhkhkkk

TAAAAACACTGGGTCCATGGA 685
TAAAAACACTGGGTCCATGGG 802

*hkkkkkkkkkkkkkkhkhkk

Figura. 5.6:
Alineamiento multiple
de secuencias utilizando
el programa ClustalWw.
Se muestran las
secuencias ‘Vn’
(superior) y ‘Vri’
(inferior) obtenidas en
reacciones de RT-PCR de
mesocarpo de ciruela
japonesa con cebadores
F1-R3. La secuencia ‘Vn’
es idénticaa ‘Vri’
exceptuando la zona de
la insercion de 116 pb
que se muestra en color.
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5.4 Tratamientos con DNasa |

Aunque la posibilidad de contaminacién con ADN gendmico es factible para la mayoria
de las técnicas que extraen ARN total, se esperaba obtener una cantidad minima de
contaminacidén en estas muestras dado el método utilizado durante el desarrollo de este
trabajo (uniones especificas de bolitas magnéticas de biotina-oligodT a la cola
poliadenilica del ARN mensajero y multiples pasos de lavado). De todas formas, y dada
la sensibilidad de la técnica de RT-PCR, se analizé la posibilidad de contaminaciones con
ADN gendmico mediante dos métodos de extraccion de ARN. Por un lado, se extrajo
ARN total mediante un método convencional, que utiliza fenol a 80 2 (Verwoerd at al.,
1989) y por el otro, las extracciones de ARNm con bolitas magnéticas de biotina-
estreptavidina, como fue descripto en la seccién ‘Materiales y métodos’. Luego de
ambas extracciones, se traté el ARN con DNAsa | (ver ‘materiales y métodos’) y se
procedido como hasta entonces en la fabricacion de ADNc y PCR. Al utilizar muestras de
ARN total (Fig. 5.7), aparecieron las dos bandas inferiores correspondientes a ‘Vn’ y ‘Vri’
gue persistieron luego del tratamiento con DNAsa | y una banda superior (esta ultima
fue clonada y secuenciada y se determind como un producto inespecifico de los
cebadores F2-R3) posiblemente un producto de la contaminacion con ADN gendmico
(ya que esta banda desaparece luego del agregado de DNAsa I). Este hecho puntual
denota cierto ‘control positivo’ de la accién de DNAsa | (se realizaron otros controles
positivos de la accién de DNAsa | sobre ADN plasmidico y ADN gendmico, no
mostrados). Al tratar las muestras de ARN mensajero de igual forma, solo aparecieron
las dos bandas inferiores correspondientes a ‘Vn’ y ‘Vri’ que persistieron luego del
tratamiento con DNAsa | como se esperaba. Se observé que las extracciones de ARNm
utilizadas en el transcurso de la tesis permitieron obtener resultados mas especificos

(bandas unicas) y libre de contaminaciones con ADN gendmico.
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| ARN total ARN mensajero
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‘Vn' (455pb)y L e .o S 8« ‘Vn’ (455 pb)
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,.I-" ﬁ DNAsa | DNAsa |

DNAsa | DNAsa | (-) (+)
() (+)

Figura. 5.7: RT-PCR para el gen psARF-XYL con cebadores F2-R3 en mesocarpo de ciruelas
pre-climatéricas. Se utiliz6 ARN total tratado y sin tratar con DNAsa | o ARN mensajero
tratado y sin tratar con DNAsa I. En el primer caso se realizd un duplicado. Las
condiciones de termociclado fueron idénticas en todos los casos. Ambas bandas
persisten luego del tratamiento con DNAsa | y la técnica de extraccién de ARNm utilzada
en esta tesis resulta éptima para la especificidad de los productos de PCR y la pureza del
molde (libre de ADN gendmico).

Aunque hasta el momento se han presentado algunas evidencias bioinformaticas de
gue la insercion de 116 pb hallada en ADNc ‘Vri’ corresponderia a un intrdn, para poder
asegurarlo, es necesario contar con la secuencia completa de ADN gendmico PsARF/XYL.
Para tal fin, como primera instancia, se buscaron las secuencias completas de ADNc para

las variantes ‘Vn’ y ‘Vri’ de PSARF/XYL.
5.5 RACE 3’ para las dos variantes de ARNm ‘Vn’ y ‘Vri’

Conocer los extremos de ADNc ‘Vn’ y ‘Vri’, mediante el método de RACE 3’, presentaba
dos ventajas a destacar: por una lado, avanzar con la clonacidn completa de ADNc de
PsARF/XYL lo que implicaba una ventaja para el disefio de cebadores especificos que
permitieran clonar ADN gendmico PsARF/XYL y por el otro, confirmar que los

fragmentos de RT-PCR clonados y secuenciados correspondientes a ‘Vn’ y ‘Vri’,
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provienen de dos transcriptos spliceados alternativamente y no de contaminaciones con

ADN gendmico. Esto es posible porque el fundamento de la técnica RACE 3’ es la

utilizacion de un cebador reverso oligo dT, complementario a la cola poli(A) presente en

todos los ARN mensajeros, que se utiliza como cebador en la sintesis de ADNc. De esta

forma, al utilizar un cebador directo complementario al intron retenido en la variante

‘Vri’ y otro cebador directo complementario a la regién codificante de la cual se disponia

informacién (en dos reacciones RACE 3’ separadas), fue posible determinar 2 productos

de PCR que correspondian a la porcion 3’ del ADNc de las variantes ‘Vn’ y ‘Vri’. En la Fig.

5.8 se muestran esquematicamente los pasos de la técnica de RACE 3’ y la posicidn de

los cebadores directos utilizados para amplificar una u otra variante de ADNc del gen

Hibridacidn del
cebador AP al ARHm
{adaptador que
contiene oligodT)

Sintesis de ADNc
mediante
SuperScript Il RT

Degradacit{n del
molde de ARH
mediante RMasa H

Amplificacian par PCR
usando un cebador directo
especifico (Fintre o F1)y un
cebador reverso universal
(UAP o AUAP)

PsARF/XYL.
ARNmM total & aA4-aas, 0013 POII(A)
4TTT-TT T
AP
& AAD AR
T = ATTTTTTE———s
— - _— e e o = = T
w4 TTT-TTT -
Fintro F1
3'1_a_T‘T---TIT-:Is- 3 — H
: UAP
T
nested
GSP
5 — T ——
3 IS ——t

ar

)
ALIAP

TIT--TTT s

Figura. 5.8: Esquema de los pasos en la metodologia RACE 3’ utilizada para clonar las porciones

3’ terminales de ADNc ‘Vn’ y ‘Vri’ del gen PSARF/XYL.
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Para la sintesis de ADNc RACE 3’, se utiliz6 ARNm de mesocarpo de ciruelo tratado con
etileno durante 24 h y diferentes combinaciones de cebadores. Los resultados de RACE
3’ obtenidos se muestran en la Fig. 5.9. Con todos los cebadores directos usados
complementarios a la region codificante se amplificé ‘Vn’ (el tamafio de todos los
productos obtenidos coincide con pre-ARNm spliceado completamente) y en cantidades
relativas mayores en todos los casos con respecto a ‘Vri’ (a igualdad de condiciones
experimentales). La banda obtenida con el cebador complementario al intrén (Fintro),
solo es posible amplificarla a partir de ARNm como molde lo que se opone a la idea de

contaminaciones con ADN gendmico en el ARN molde de RT-PCR.

Fintro F1

Figura. 5.9: Resultados obtenidos en
reacciones de RT-PCR mediante la
técnica de RACE 3’ utilizado ADNc de
mesocarpo tratado con etileno. En la
calle 2 se amplificd la variante de
ADNc ‘Vri" utilizando un cebador
complementario al intrén retenido
(Fintro). En las calles siguientes se
amplific6 ‘Vn’ mediante uso de
distintos cebadores directos
complementarios a la region
codificante (entre ellos F1). Se
secuenciaron los fragmentos
obtenidos con los cebadores directos
Fintroy F1 (calles 2y 3).

Los productos de PCR obtenidos en las calles 2 y 3 del gel de la Fig. 5.8 fueron
purificados, clonados y secuenciados (secuencias Fintro-UAP y F1-UAP). Los resultados
al analizar las secuencias mencionadas se muestran en la Fig. 5.10. Se pudo distinguir en
estas secuencias, las regiones complementarias a los cebadores directos, las regiones
codificantes comunes en ambas variantes rio abajo de los mismos, |la posicion del codén
de terminacion, la regién 3’ no traducida del extremo (3’ UTR) y la cola poli(A). Dada la
identidad (100%) de cada una de las regiones mencionadas entre ambas variantes de

ADNc (exceptuando el intrén), es muy probable que el ARNm que les dio origen
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provenga de la transcripcién de un Unico gen. Se desconoce el nimero de copias del gen

PsARF/XYL en el genoma de Prunus salicina.

A)

>Fintro- UAP
ATAAAGGCAGTACAACAAACTCTTGTTCATACTTTTTATCTTTTTCAACAAAGTGAAAACTAATGTCGTCCGACTAAATA
GTCATGGACTAATTATTATATGTTTTGTACAGGAGGAAAGCTTCCCATGACATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCATTT]

|GCCAATGACAGATATGGCCATGAGGGCAGACCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACAGGTTCTACAGAGGCCCA|
[GTTGTCTTCCCATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACGACTTTTGCCCACAATCTTGCACATGGGCCCACATCGGTCTCTGTGC
[CTCTCACCAGCCTAAAAGCCACCGCAAACTCGACCATGCTGAGCAAAGCTGTGAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAATGC
IACTCTCCCCCCTGGACGTACACGTGGATGTTAAAAACACTGGGTCCATGGATGGGACCCACACTCTTCTGGTGTTCACAA|

[GCCCACCAGATGGAAAATGGGCCGCCAGTAAGCAGCTGGTGGGTTTTCACAAGATCCATATAGCAGCCGGGTCGGAGAQ
IACGGGTCAGAATTGCTGTTCATGTGTGCAAGCACCTCAGCGTCGTGGACCGGTTTGGGATCCGAAGAATTCCACTGGGTJ
IAACACAAGCTTCAAATCGGTGACCTCAGCCATCACGTCTCCCTTCAAACCAATTCGGGAGAAATTAAAGGTTTAGGGGCT]
[ATCAAAAAAAAAAAAAAA|

>F1- UAP
TATGGCAAACTGTTTCTTGTGTTATGGGCCTTGACCAATCATTGAAGCCGAATTCGTAGACCGAGTCGGTCTCATTGCCG
GCACCAGCAAGAGCTAGTATCCAGAGTGGCCAGGGCCTCTAGAGGCCCAACCATCTTGGTCTTGATGTCTGGTGGCCCAA
TTGATATCACATTCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCGCTATTATTTGGGTTGGGTACCCTGGCCAAGCCGGAGGAACT
GCCATAGCTGATGTTCTATTCGGTACCACAAACCCAGGAGGAAAGCTTCCCATGACATGGTACCCCCAAAACTATGTAAQ
[CCATTTGCCAATGACAGATATGGCCATGAGGGCAGACCCAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGACCTACAGGTTCTACAGA|
[GGCCCCAGTTGTCTTCCCATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACGACTTTTGCCCACAATCTTGCACATGGGCCCACATCGGT]
[CTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAAAGCCACCGCAAACTCGACCATGCTGAGCAAAGCTGTGAGAGTGAGCCACGCGGACT]

|GCAATGCACTCTCCCCCCTGGACGTACACGTGGATGTTAAAAACACTGGGTCCATGGATGGGACCCACACTCTTCTGGTG

[TTCACAAGCCCACCAGATGGAAAATGGGCCGCCAGTAAGCAGCTGGTGGGTTTTCACAAGATCCATATAGCAGCCGGGT(
|GGAGACACGGGTCAGAATTGCTGTTCATGTGTGCAAGCACCTCAGCGTTGTGGACCGGTTTGGGATCCGAAGAATTCCA(Q
[TGGGTGAACACAAGCTTCAAATCGGTGACCTCAGCCATCACGTCTCCCTTCAAACCAATTCGGGAGAAATTAAGGTTTAG|

|GGGCTATCAAAAAAAAAAAAAA|

B)

EXOH
INTROH

R g

Fintro g UTH
| [ W [AAAA
—
F1
[ /’ [AsAa]
stop

Figura. 5.10: Secuencias de ADNc obtenidas mediante RACE 3’correspondientes a dos variantes
transcriptas del gen PsARF/XYL. A) Secuencias de nucledtidos correspondientes a ‘Vri’ (superior) y a ‘Vn’
(inferior). Para amplificar ‘Vri’ se utilizé el cebador directo Fintro, complementario al intrén retenido, y
para amplificar ‘Vn’ el cebador directo F1 complementario a una regién codificante; ambos en
combinacién con el cebador reverso UAP, especifico de ADNc. Se indican en recuadro las secuencias
comunes, en negrita los cebadores y en fondo gris la secuencia del intrén retenido. B) Representacion
esquematica de las dos secuencias de ADNc, se indican las regiones correspodientes a exones, intron,
codon de terminacidn, region 3’ no traducida (3’ UTR) y la cola poli(A).
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5.6 RACE 5’ y obtencion de las secuencias completas de ADNc

Para obtener las secuencias completas de los ADNc PsARF/XYL y faltando conocer la
region 5’ de las mismas, se empled la técnica de RACE 5 (Amplificacion rapida de
extremos de ADNc 5’). Para ello, se disefiaron tres cebadores reversos anidados (el
primero rio abajo del segundo, y este ultimo rio abajo del tercero, teniendo en cuenta el
orden en el que fueron utilizados) a partir de la informacién de secuencia de nucleétidos
obtenida previamente mediante la clonacién de los productos de RT-PCR. La ubicacién de
los cebadores, sus secuencias y los productos de RACE 5’ esperados se describieron en la
seccion 5.19.1 de ‘Materiales y métodos’. Luego de obtener los productos de PCR de un
tamafio esperado probable (dado que no se pueden predecir la longitud de los extremos
5’ UTR), los mismos fueron purificados del gel de agarosa, clonados y secuenciados. Asi,
se obtuvo una secuencia de aproximadamente 600 pb que fue alineada con otras
homdlogas putativas de pera japonesa y manzana (segun establecieron los andlisis de
BLAST). En los resultados se observaron las diferentes longitudes de las secuencias 5’
UTR y cdmo, en la regidn codificante, las secuencias se alinean correctamente y con un
alto grado de homologia entre ellas (Fig. 5.11).

Finalmente, y a partir de todas las secuencias parciales obtenidas hasta el momento
(RACE 5’, fragmentos de RT-PCR y RACE 3’), se obtuvo el clon completo de ADNc
PsARF/XYL (Fig. 5.12). Se indica el ADNc correspondiente a un pre-ARNm
completamente spliceado y la proteina PsARF/XYL predicha.

El programa TargetP 1.1 predijo que la proteina PsARF/Xyl seria exportada hacia el
apoplasto, como era de esperar dado que estd involucrada en la modificacién de la
pared celular. El péptido sefial seria clivado entre las posiciones 28 y 29 en los residuos
A y R respectivamente. El andlisis de BLAST/NCBI mostré dos dominios proteicos
conservados, el primero NH,-terminal seria el dominio de unién a hidrato de carbono y

el COOH-terminal el dominio catalitico.
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PpARF2 GGGAGAAAAATA 14

JPRXYL AAATATCACAAGAAAAAGGGAGAAAAATA 31
MIAf ase ACAACAAATACAAACT CAAAATAT CACAAGAAAAAGGGAGAACAATA 49
PsARF/ XYL AAACACACAAAACCCAATAGAGCAAAACAAAAGAAAAAGAACAAAAAAA 56
PpARF2 CACAATATTCCAGTTTTTTAAAATIATGGCATACAATATTGCCAAACT---CTCACTTCTT 69

JPRXYL CACAATATTCCAGTTTTTTAAAATATGGCATACAATATTGCCAAACT---CTCACTTCTT 86
MIAf ase CAATATTCCAGITTTTTTTAAAATIATGGCATACAATATTGCCAAACT---CTCACTTCTT 106

PsARF/ XYL CTCCCCACATTATTCCATTTTAATATGGCATACAATATTACTAAGCTTCTCTCACTTGTT 109

*hkkkkkkkkk *kkk Kk kk kk  hkkkkkk Kk

PpARF2 TCTCTTCTGTTCTTATTTTCTTCCCTCTGCAGCATGGCAGT TGTGCATGCTCGTCCACCC 129
JPRXYL TCTCTTCTGTTCTTATTTTCTTCCCTCTGCAGCATGGCAGT TGTGCATGCTCGTCCACCC 146
MIAf ase TCTCTTCTGTTCTTATTTTCTTCCCTCTGCAGCATTGCAGTTGTGCATGCTCGTCCACCC 166
PsARF/ XYL TCTCTTC--TTCTGAGTCT-TTCTTTTTGCACCATTGGAGTTGT CCATGCTCGTCCACCC 166

*kkkkkk kkkk k k k kkk Kk kkkk kkk * kkkkkk kkkkkkkkkkkkkkk

PpARF2 TTCGCCTGCGACCCTCGAAACCCGATAACCAGAACGTTGAABCTGCAGGGTGAGGGTG 189
JPRXYL TTCGCCTGCGACCCTCGAAACCCGATAACCAGAACGTTGABTTCTGCAGGGTGAGGGTG 206
MIAf ase TTCGCCTGCGACCCTCGAAACCCGATAACCAGAACGTTGAABCTGCAGGGTGAGGGTG 226
PsARF/ XYL TTTGCTTGTGACCCTCACAACCCAATAACCAGAGGCCTGAAEGIIGCAGGGTGACGGTG 226

*k kk kk hkkkkkk  khkkk kkkkkkkkk *hkkkkkkkkhkkkkhkhk khkk

PpARF2 CCAATCCACGTTAGGGTTCAGGACTTGATCGGACGGCTGATRAGCAGGAGAAGATCGGG 249
JPRXYL CCAATCCACGTTAGGGTTCAGGACTTGATCGGACGGCTGAETTGCAGGAGAAGATCGGG 266
MIAf ase CCAATCCACGTTAGGGTTCAGGACTTGATCGGACGGCTGATRGCAGGAGAAGATCGGG 286
PsARF/ XYL CCAATCCATGTTAGGGTTCAGGACTTGATCGGACGGTTGACSITAGGAGAAGATCAGG 286

* Fkkkkkkdokkkkkkkkkkkk Kk

PpARF2 CTGTTGGTGAACAATGCCATTGCTGTGCCTAGGCTTGGCATCAGGGGTACGAGTGGTGG 309
JPRXYL CTGTTGGTGAACAATGCCATTGCTGTGCCTAGGCTTGGCATTWAGGGGTACGAGTGGTGG 326
MIAf ase CTGTTGGTGAACAATGCCATTGCTGTGCCTAGGCTTGGCATTUAGGGGTACGAGTGGTGG 346
PsARF/ XYL CTGCTGGTGAACAATGCTATTGCTGTGCCCAGGCTTGGCATBGCTACGAGTGGTGG 346

*k% *kkkk

Figura. 5.11: Alineamiento de secuencias parciales homodlogas a PsARF/XYL en la region
clonada y secuenciada a partir de la técnica de RACE 5’. Se muestran alineadas a partir del
codén de iniciacién y rio arriba las regiones 5 UTR en cursiva y negrita. PpARF2 (pera,
GenBank, AB195230.1), JPRXYL (pera, GenBank, AB007121.1), MdAfase (manzana, GenBank,
GU937612.1).
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aacacacaaaacccaat agagcaaaacaaaagaaaaagaacaaaaaaact ccccacatta
ttccatttt aat pigdcatacaatattactaagctictctcactigtttctettettcty

MAYNITKLLSLVS LLL
agtctttcttittgcaccattggagttgtccatgctcgtccaccctttget tgtgaccct
SLSFEFCTIGVVHA RPPFACDP
cacaacccaataaccagaggcctgaagttctgcagggtgacggtgccaatc catgttagg
HNPITRGLKFCRVTVPI HV R
gttcaggacttgatcggacggttgacattgcaggagaagatcaggctgctg gtgaacaat
VQDLIGRLTLQEKIRLL VNNI
gctattgctgtgcccaggcttggeattcagggetacgagtggtggtetgag gcacttcat

ggtgtatccaatgtgggcecctggaaccaagtitggtggggecttccetggg gccaccagc

ttccctcaagtcatcaccaccgctgcttecttcaacgagtctetctggeag gaaatcgga

cgggtggtgcctgatgaggcaagggcaatgtacaatggagggatggcetgge ttgacatat

tggagcccaaatgtgaacatatttcgtgacccaagatggggcagaggcecaa gagactcct

ggtgaagaccctgtcttggctictaagtacgctgctaggtatgtcaagggg ctccaaggc

gatggagctggcaataggcttaaggttgctgcatgctgcaaacattacact gcctatgat

ctcgacaactggaatggtgtcaatcgcttccatttcaatgccagggttage aagcaggac

ttggcagacacatataatgtgcctttcaaagcctgtgtggtggaaggacat gttgctagt

gttatgtgctcctacaaccaggtgaatgggaagcectacttgtgctgaccct gatctcctc

aagggcacaatccgtggccagtggagacttaatgggtatattgtctcggac tgtgattca

gttggtgtictatatgaagagcaacattacaccaggacaccagaagaagca gccgcetgac

gcaattaaagcaggtttggacttggactgtgggecgttcctcgcaatccat actgaggcg
AlH TEA
gccgtaagaaggggactcgtaagccagcttgaaattaactgggecttagea aacacgatg
AVRRGLVSQLEINWALA NTM
acggtccagatgaggttgggtatgttcgacggcgaaccgtcggeccaccaa tacggaaac
TVQMRLGMFDGEPSAHRQ Y GN
ctaggcccaagagacgtgtgcaccecggetcaccaacagctageccttgaa gctgctagg
LGPRDVCTPAHQQLALE A AR
caaggcattgttctactggagaaccgtgggegttcacttcctctctcaate aggcgccat
QGIVLLENRGRSLPLSI R R H
aggacagtagcagtaattgggcccaattctgatgttactgtcacaatgatt ggaaattac
RTVAVIGPNSDVTVTMI GNY
gctggtgttgcatgtggttacactacacccctacaaggaattgggaggtac acaaggacc
AGVACGYTTPLQGIGRY TRT
atacaccaagctgggtgcacagatgttcattgcaatggaaaccagctattt ggtgctget
IHQAGCTDVHCNGNRQLF GAA
gaggccgcagcaagacaggctgatgcaactgtcttggtaatgggecttgac caatccatt
EAAARQADATVLVMGLD QS
gaagccgaattcgtagaccgagteggtctecttttgcccgggeaccagceaa gagctagta
EAEFVDRVGLLLPGHQQ ELV
tccagagtggccagggcctctagaggeccaaccatcttggtcettgatgtct ggtggccca
SRVARASRGPTILVLMS GGP
attgatgtcacgttcgcaaagaacgatccacgcattagcgctattatttgg gttgggtac
IDVTFAKNDPRISAIIW VGY
cctggccaagcgggaggaactgccatagetgatgttctattcggtaccaca aacccagga
PGQAGGTAIADVLFGTT NP G
ggaaagcttcccatgacatggtacccccaaaactatgtaacceatttgeca atgacagat
GKLPMTWYPQNYVTHLP M TD
atggccatgagggcagacccagcaagaggctaccctggcaggacctacagg ttctacaga
MAMRADPARGYPGRTYR FYR
ggcccagttgtcttcceatttggtetgggcttaagcetacacgacttttgee cacaatctt
GPVVFPFGLGLSYTTEFA HNL
gcacatgggcccacatcggtetetgtgectctcaccagectaaaagecace gcaaactcg

AHGPTSVSVPLTSLKAT AN.

accatgctgagcaaagctgtgagagtgagccacgcggactgcaatgeacte tceeecctg
TMLSKAVRVSHADCNAL SPL
gacgtacacgtggatgttaaaaacactgggtccatggatgggacccacact cttctggtg
DVHVDVKNTGSMDGTHT LLV
ttcacaagcccaccagatggaaaatgggccgccagtaagcagctggtgggt tttcacaag
FTSPPDGKWAASKQL F H K
atccatatagcagccgggtcggagacacgggtcagaattgctgttcatgtg tgcaagcac
IHIAAGSETRVRIAVHYV CKH
ctcagegttgtggaccggtttgggatccgaagaattccactgggtgaacac aagcttcaa
LSVVDRFGIRRIPLGEH KLQ
atcggtgacctcagccatcacgtctcccttcaaaccaattcgggagaaatt aaggtt
IGDLSHHVSLQTNSGEI K VvV

gggct at caaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura. 5.12: Secuencia de
nucleétidos de ADNc
PsARF/XYL (variante normal) y
la proteina deducida a partir
de ella. Se muestra la region 5’
UTR en negrita cursivay
subrayado el péptido sefial de
secrecién predicho por el
programa Target P 1.1. El
andlisis de BLAST/NCBI mostro
dominios proteicos
conservados (aminoy
carboxiterminal) que se
muestrean coloreados en gris
oscuro y en gris claro
respectivamente. En recuadro
se indican los codones de
inicio y fin de la traduccién.
Por ultimo se muestra en
cursiva laregion 3’ UTRy la
cola poli (A) en negrita. Los
sitios de N-glicosilacién
probables se muestran en
recuadros rojos.
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5.7 Clonacion del gen PsARF/XYL de Prunus salicina ‘Gigaglia’

Con el objetivo de comparar la variante de cADN‘Vri’ con el gen PSARF/XYL y analizar la
presencia de un posible intrén, se procedié a la clonacion del mismo. Hasta este punto,
el supuesto intréon sdlo era una estimacidon bioinformatica a partir del analisis de la
secuencia de ADNc ‘Vri’.

Primero se pusieron a punto las extracciones de ADN gendmico por distintos métodos,
dado que algunos generaban ADN degradado o contaminado con ARN. Finalmente se
seleccion6 el método que une ADN especificamente a particulas magnéticas y luego de
sucesivas separaciones y lavados, se obtiene ADN de buena calidad y suficiente pureza
para ser utilizado para la técnica de PCR. La integridad del ADN obtenido, a partir de
brotes jovenes de ‘Gigaglia’, se analizd mediante electroforesis en gel de agarosa 1%
(Fig. 5.13).

A partir de reacciones de PCR sobre ADN genémico como molde y utilizando los mismos
cebadores empleados en la clonacidn de ADNc, se obtuvo una secuencia parcial que

cubre casi la totalidad del gen.

Figura. 5.13: ADN gendmico de
ciruela japonesa ‘Gigaglia’. Se realizo
una electroforesis en gel de agarosa
1% (0,5 ug de ADN) para analizar su
integridad y la ausencia de
contaminacion con ARN

:

La secuencia de ADN gendmico PsARF/XYL obtenida fue alineada con la secuencia de
ADNc PsARF/XYL correspondiente a la variante ‘Vn’ -sin intrones- (Fig. 5.14) pudiéndose

determinar, de esta forma, la presencia de 5 intrones en la porcién clonada del gen. Se
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pudo establecer que el ultimo intron (actualmente podemos denominarlo, intrén 5)
corresponde a la insercidon de 116 pb que previamente se habia descrito en la variante

de ADNc ‘Vri’ de PSARF/XYL.

5.7 Organizacion gendmica de PsARF/XYL de Prunus salicina ‘Gigaglia’

En la tabla de la Fig. 5.15 se describe la composicién en base A+T y la longitud de cada
uno de los intrones y exones presentes en el gen. En la misma tabla, ademas, se indican
las secuencias que corresponden a los sitios dadores y aceptores de splicing y se
encuentran subrayados los nucleétidos que coinciden con las secuencias conservadas en
dicotiledéneas (nucledtidos conservados en la unién del sitio 5': exdn AG intrén
GTAAGT; nucleétidos conservados en la unién del sitio 3’: intron TGYAG exén GT). El %
A+T de los 5 intrones fue relativamente alto comprendiendo un rango de 61-79 % y un
valor de 71 % para el intron 5 que corresponde al intron incluido en el ADNc ‘Vri’ de
PsARF/XYL. La longitud de los intrones se hallé en el intervalo 93-116 pb, siendo el
intréon 5 el de mayor longitud. En las uniones de los sitios de splicing se hallaron
nucledtidos que coinciden con las secuencias conocidas conservadas en dicotileddneas.
Dentro de estas secuencias consenso existen diferentes probabilidades de ocurrencia.
Las probabilidades maximas de ocurrencia se cumplen en este caso para todos los
intrones. El % A+T de los exones fue relativamente menor comprendiendo un rango de
47-55 %. La longitud de los exones resulté mayor y mas variable que la de los intrones
con un rango de 97 a 602 pb.

Los sitios aceptor y dador predichos por el programa Netgene2 coinciden totalmente
con lo obtenido a partir del alineamiento del gen con el ADNc (Fig. 5.16). Sin embargo,
curiosamente, se observa que aparecen dos sitios aceptores de SAs para los intrones 1y
2, aunque con menor probabilidad. La composicion de nucledtidos de los intrones

presentes en el gen PSARF/XYL resulté muy parecida en cada uno de ellos (Fig. 5.17).
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NCF »

GENOMICO TTGGETTCTAAGTACGCTGCTAQGTATGTCA AGGGGCTCCAAGGCGATGGAGCTGGCAAT 180
ADNc ‘Vr' TTGGCTTCTAAGTACGCTGCTAGGTATGTCA  AGGGGCTCCAAGGCGATGGAGCTGGCAAT 180
GENOMICO AGGCTTAAGGTTGCTGCATGCTGCAAACATT ACACTGCCTATGATCTCGACAACTGGAAT 240
ADNc ‘Vn' AGGCTTAAGGTTGCTGCATGCTGCAAACATT ~ ACACTGCCTATGATCTCGACAACTGGAAT 240
GENOMICO GGTGTCAATCGCTTCCATTTCAATGCCAGG GTAACATAATCTTTAGCTCCCAGTCCGTEO00
ADNc ‘Vn' GGTGTCAATCGCTTCCATTTCAATGCCAGG - -msmsmsmscmcscmcmcmcmcmens 272
1
GENOMICO TTGTATATATTGATATAGATGTTATGTTGTAGACTGTAATCTTTAGGGTATAA 360
ADNC VIV s e
GENOMICO TTTTGCCTGTACATGTGBEGTTAGCAAGCAGGACTTGGCAGACACATATAATGTGCCT 420
PN o NV — GTTAGCAAGC AGGACTTGGCAGACACATATAATGTGCCT 309
*hkkkkkkkk
GENOMICO TTCAAAGCCTGTGTGGTGGAAGGACATGTTG CTAGTGTTATGTGCTCCTACAACCAGGTG 480
ADNc ‘Vn' TTCAAAGCCTGTGTGGTGGAAGGACATGTTG CTAGTGTTATGTGCTCCTACAACCAGGTG 369
F22" »
GENOMICO AATGGGARGCCTACTTGTGCTGACCETGATCTCCTCAAGGGCACAATCCGTGGCCAGTGG 540
ADNc ‘Vn' AATGGGAAGCCTACTTGTGCTGACCCTGATCT CCTCAAGGGCACAATCCGTGGCCAGTGG 429
GENOMICO AGACTTAATGGGTBGTCTTTTT@TTCATACAGCAGGAATATTGGCBAACACTTTTC600
ADNc ‘Vn' AGACTTAATGG-- 442 2
GENOMICO TCTTCGTTTTTTRAGCCTCTTTCAATTAACTTTTCGGGTGATAGGTATATTGTCTC 660
ADNC VIV s e GTATATTGTCTC 452
*hkkkkkkkkkk
GENOMICO GGACTGTGATTCAGTTGGTGTTCTATATGAAGAGCAACATTACACCAGGACACCAGAAGA 720
ADNc ‘Vn' GGACTGTGATTCAGTTGGTGTTCTATATGAAG AGCAACATTACACCAGGACACCAGAAGA 512
GENOMICO AGCAGCCGCTGACGCAATTAAAGCAG GTTATCAACATTTCAAGG@AACTTATTGTATGC780
ADNc ‘Vn' AGCAGCCGCTGACGCAATTAAAGCAG - 541
*hkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkk 3
GENOMICO CCGGCTATTTACTTGGCATGAGTCT@CTGTATATGGTTTRTTTGTAAATTGAAGG 840
ADNC VI ceeeeeeeeemnaees e G
<+ NCR *
GENOMICO TTTGGACTTGGACTGTGGGCCGTTCCTCGCAA CCATACTGAGGCGGCCGTAAGAAGGGG 900
ADNc ‘Vr' TTTGGACTTGGACTGTGGGCCGTTCCTCGCAA TCCATACTGAGGCGGCCGTAAGAAGGGG 599
GENOMICO ACTCGTAAGCCAGCTTGAAATTAACTGGGCC TTAGCAAACACGATGACGGTCCAGATGAG 960
ADNc ‘Vn' ACTCGTAAGCCAGCTTGAAATTAACTGGGCC TTAGCAAACACGATGACGGTCCAGATGAG 659
GENOMICO GTTGGGTATGTTCGACGGCGAACCGTCGGCCACCAATACGGAAACCTAGGCCCAAGAGA 1020
ADNc ‘Vn' GTTGGGTATGTTCGACGGCGAACCGTCGGCCC ACCAATACGGAAACCTAGGCCCAAGAGA 719
GENOMICO CGTGTGCACCCCGGCTCACCAACAGCTAGCCTTGAAGCTGCTAGGCAAGGCATTGTTCT 1080
ADNc ‘Vn' CGTGTGCACCCCGGCTCACCAACAGCTAGCCC TTGAAGCTGCTAGGCAAGGCATTGTTCT 779
GENOMICO ACTGGAGAACCGTGGGCGTTCACTTCCTCTCTCAATCAGGCGCCATAGGACAGTAGCAGT 1140
ADNc ‘Vn' ACTGGAGAACCGTGGGCGTTCACTTCCTCTCT CAATCAGGCGCCATAGGACAGTAGCAGT 839
GENOMICO AATTGGGCCCAATTCTGATGTTACTGTCACAATGATTGGAAATTAIGATGIAGT 1200
ADNc ‘Vn' AATTGGGCCCAATTCTGATGTTACTGTCACAA  TGATTGGAAATTACGCTG------- 891
Fokkkdkkkkdkkkkdkkk 4
GENOMICO AATTTGCTTTTTTTTRAAGCTRATTTTCTTTAACATTGATCTAAATTTTAAACCATTT 1260
ADNC VIV e e
GENOMICO GOTATTTTTGTAATTGTATGGACG TG TTGCATGTGGTTACACTACACCCCTACAAGGAA 1320
ADNC 'V wemememememememememen GTGTTGCA TGTGGTTACACTACACCCCTACAAGGAA 925
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GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

TTGGGAGGTACACAAGGACCATACACCAAGCTGBEACAGATGTTCATTGCAATGGAA 1380
TTGGGAGGTACACAAGGACCATACACCAAGCTGGGBEGCACAGATGTTCATTGCAATGGAA 985

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

kg kk kI kK FAIT I Ik F I I T Ik

ACCAGCTATTTGGTGCTGCTGAGGCCGCAGCAAMGEGCTGATGCAACTGTCTTGGTAA 1440
ACCAGCTATTTGGTGCTGCTGAGGCCGCAGCAAGRAGGCTGATGCAACTGTCTTGGTAA 1045

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FhFETIIFFFFAEIIIKFFAEIIIK

TGGGCCTTGACCAATCCATTGAAGCCGAATTCGEACCGAGTCGGTCTCCTTTTGCCCG 1500
TGGGCCTTGACCAATCCATTGAAGCCGAATTCGTAGACCGAGTCGGTCTCCTTTTGCCCG 1105

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FRFEIIIFFFFAEIIIKFFFEKIIK

GGCACCAGCAAGAGCTAGTATCCAGAGTGGCCBBGTCTAGAGGCCCAACCATCTTGG 1560
GGCACCAGCAAGAGCTAGTATCCAGAGTGGCCAGGCCTCTAGAGGCCCAACCATCTTGG 1165

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FRFETIIFRFFEEIIIKFAFEIIIK

TCTTGATGTCTGGTGGCCCAATTGATGTCACGTBLAAAGAACGATCCACGCATTAGCG 1620
TCTTGATGTCTGGTGGCCCAATTGATGTCACGTTCGCAAAGAACGATCCACGCATTAGCG 1225

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

FhFEEIIFRFFEEIIIKFFAEIIIK

CTATTATTTGGGTTGGGTACCCTGGCCAAGCGGEBAACTGCCATAGCTGATGTTCTAT 1680
CTATTATTTGGGTTGGGTACCCTGGCCAAGCGGGAGAACTGCCATAGCTGATGTTCTAT 1285

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

Fkdk kR kk kK I IK* kK

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

kg kkkk kK F AR R** kK F A xR I **k

TCGGTACCACAAACCCAGGTIATAAAGGBGITACAACAAACTG TTGTTETATATTTTTA 1740
TCGGTACCACAAACCCAG—Firtig g " 1303

TCTTTTTRAACAAAGTRAAALCTAATGTCG TCCRC TAAATIAGTATGGACTAATTATTA 1800

< Rintro

TATGTTTTGRCAGGAGGAAAGCTTCCCATGACATGGTACCCCCAAAACTATGTAACCCA 1860

.............. GAGGAAAGCTTCCCATGACAT GGTACCCCCAAAACTATGTAACCCA 1349

FAFAEIIIFFFAEIIIRFAK FhFEEIIFRFFEEIIIKFFFEIIIK

TTTGCCAATGACAGATATGGCCATGAGGGCAGATAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGAC 1920
TTTGCCAATGACAGATATGGCCATGAGGGCAGACEAGCAAGAGGCTACCCTGGCAGGAC 1409

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

kg kkkk kK F AR T * Ik F I I I * Kk

CTACAGGTTCTACAGAGGCCCAGTTGTCTTCCCARTGGTCTGGGCTTAAGCTACACGAC 1980
CTACAGGTTCTACAGAGGCCCAGTTGTCTTCCCATTTGGTCTGGGCTTAAGCTACACGAC 1469

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

kg kkkh kK F A IR * Ik F I I K Ik

TTTTGCCCACAATCTTGCACATGGGCCCACATCEGTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAA 2040
TTTTGCCCACAATCTTGCACATGGGCCCACATCGGICTCTGTGCCTCTCACCAGCCTAAA 1529

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

kg kkkk kKA IR * Ik F A I T Ik

AGCCACCGCAAACTCGACCATGCTGAGCAAAGOBAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAA 2100
AGCCACCGCAAACTCGACCATGCTGAGCAAAGCTGGAGAGTGAGCCACGCGGACTGCAA 1589

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FhFEIIIFFFAEEIITKFFAEIIIK

TGCACTCTCCCCCCTGGACGTACACGTGGATGTARAACACTGGGTCCATGGATGGGAC 2160
TGCACTCTCCCCCCTGGACGTACACGTGGATGTTAAAAACACTGGGTCCATGGATGGGAC 1649

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FhFEIIIFFFFEEIIIKFFAEIIIK

CCACACTCTTCTGGTGTTCACAAGCCCACCAGABBAAATGGGCCGCCAGTAAGCAGCT 2220
CCACACTCTTCTGGTGTTCACAAGCCCACCAGATGGAAAATGGGCCGCCAGTAAGCAGCT 1709

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

FhFETIIFFFFEEIIIKFAAEIIIK

GGTGGGTTTTCACAAGATCCATATAGCAGCCGGBIGAGACACGGGTCAGAATTGCTGT 2280
GGTGGGTTTTCACAAGATCCATATAGCAGCCGGGTCGGAGACACGGGTCAGAATTGCTGT 1769

GENOMICO
ADNCc ‘Vn'

kg kkkk kK F AR I * Ik F I I I * Ik

TCATGTGTGCAAGCACCTCAGCGTTGTGGACCGEGGGATCCGAAGAATTCCACTGGG 2340
TCATGTGTGCAAGCACCTCAGCGTTGTGGACCGGTTGGGATCCGAAGAATTCCACTGGG 1829

GENOMICO
ADNc ‘Vn’

FkdkkkkF kK F AR I * Ik F I I I * Ik

TGAACACAAGCTTCAAATCGGTGACCTCAGCCAACGTCTCCCTTCAAACCAATTCGGG 2400
TGAACACAAGCTTCAAATCGGTGACCTCAGCCATCACGTCTCCCTTCAAACCAATTCGGG 1889

GENOMICO
ADNCc ‘Vn’

FRFEIIIFFFFEEIIIKFFAEIIIK

< STOps

AGAAATTAAGGTTTAG Jrrmcmmcmcmemees oemeee 2418
AGAAATTAAGGTTTAGGGGCTATCAAAAAAAAAAA AAAAAAA 1931

Figura. 5.14: Alineamiento de las secuencias de ADNc PsARF/XYL (‘Vn’) y del gen PsARF/XYL. Se
muestran sombreados y numerados los 5 intrones presentes en el gen. Los cebadores utilizados
para clonar los fragmentos parciales se muestran con recuadro.
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Intron| Long.(pb) | AT (%)]| Sitio de splice 5' |Sitio de splice 3' Exon | Long.(pb) | AT (%)
Exon | Intrén Intrén Exon 1 270 50
1 111 61 | GG|GTAACA |TGCAG GT 2 170 50
2 97 65 | GG|GTGAGT |AATAG GT 3 97 55
3 93 66 | AG|GTTATC |TGCAG GT 4 351 46
4 94 79 | TG|GTAAGT |TGCAG GT 5 414 48
5 116 71 | AG|GTGATA | TACAG GA 6 602 47

Figura. 5.15 Caracteristicas de los intrones del gen PsARF/XYL, sitios dadores y aceptores de
splicing. Los nucledtidos conservados en la unién de los sitios de splicing 5 y 3’ de
dicotileddneas se encuentran marcados en negrita y los no conservados en letra color rojo. La
secuencia consenso en la union del sitio 5’ de splicing en dicotiledéneas es AG GTAAGT. La
secuencia consenso en la unién del sitio 3’ de splicing en dicotileddneas es TGYAG GT.

Donor splice sites, direct strand

pos 5'->3' phase strand confidence 5' exon intron 3'
‘271 0 + 1.00 CAATGCCAGG"GTAACATAAT| H
552 2 1.00 GACTTAATGGMNGTGAGTCTTT H
747 1 + 0.96 ATTAAAGCAGMGTTATCAAC
1191 1 + 1.00 AATTACGCTGAGTAAGTTAGT|H
1699 1 + 0.96 ACAAACCCAGNGTGATAAAGG

Acceptor splice sites, direct strand

pos 5'->3' phase strand confidence 5' intron exon 3'
352 0 + 0.94 AATCTTTCAGAGGTGATAATT
381 0 + 0.96 ACATGTGCAG"GTTAGCAAGC| H
648 1 + 0.90 GGTCCAATAGAGTATATTGTC
674 1 + 0.85 TGTGATTCAGATTGGTGTTCT
839 1 + 1.00 TAAATTGCAG"GTTTGGACTT‘ H
1284 0 + 1.00 TTGTATG CAG"GTGTTGCATG| H
1814 1 + 0.95 TTTTGTACAG GAGGAAAGCT

Branch points, direct strand

acceptor branch

pos 5'->3' pos 5'->3' strand score 5' A 3'
352 336 + -2.79  ATGTTGTCAGACTGTCAATC
381 356 + -2.86  TTTCAGGGTGATAATTTTGC
648 626 + -3.06 CCTCTTTCTAATTAACTTTT
674 662 + -2.08 ATTGTCTCGGACTGTGATTC
839 808 + -3.25 TATGAGTCTCACTGTTATAT
1284 1245 + -2.35 CATTGATCTAAATTTTAAAC
1814 1778 + -2.04 CGTCCGACTAAATAGTCATG

Figura. 5.16 Sitios de splicing predichos para el gen PSARF/XYL por el programa Netgene2.
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Figura. 5.17: Composicion de nucleétidos de los 5 intrones presentes en el gen PsARF/XYL. Se
observa un incremento de la proporciéon A+T en todos los casos con respecto a los exones (datos
no mostrados).

Busquedas en NCBI-BLAST permitieron establecer que la organizacidn gendmica de
PsARF/XYL es similar a la de un gen de Ricinis communis (GeneBank; RCOM_0999830)
putativamente codificante, segln los autores, de una proteina precursora de pB-
glucosidasa periplasmica (Fig. 5.16). La disposicion relativa de intrones y exones fue
similar para ambos genes y los porcentajes de homologia entre los exones se halld en el
rango de 72-80 % para la secuencias de nucledtidos y de 62-90 % para las secuencias de

aminoacidos.
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Figura. 5.18: Representacion esquemadtica del gen PSARF/XYL y de un gen putativo codificante de
B-glucosidasa periplasmica de Ricinus communis (GeneBank RCOM_0999830). La longitud relativa
de los elementos representados como rectangulos (exones e intrones) coincide con la longitud
relativa de las secuencias de cada gen. La tabla inferior muestra los porcentajes de identidad entre
las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de las regiones codificantes, obtenidas mediante
NCBI-BLAST.

5.9 Analisis de las proteinas deducidas a partir de las variantes de ADNc

Hasta el momento vimos que a partir de ARNm de diferentes tejidos de ciruela
japonesa, fue posible aislar dos clones de ADNc codificantes de enzimas con actividad de
ARF/XYL putativa que fueron idénticos, excepto por la presencia de una insercidon
correspondiente al ultimo intrédn del gen en uno de los clones. EI ADNc esperado segun
las secuencias informadas en GenBank de otros frutos, es decir aquel completamente
spliceado, se denomind ‘Vn’ (variante normal) y el ADNc con el intrén retenido se

denomind ‘Vri’ (variante que retiene intrén).
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Para poder inferir datos sobre la ‘funcionalidad’ de ‘Vri’ se realizaron andlisis
bioinformaticos de las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de los dos ADNc.
Como se observa en la Fig. 5.19, la inclusion del intrén 5, genera un coddn de
terminacion prematuro en la proteina que se encuentra en marco con el exdn
precedente. Antes de la interrupcion de la traduccion, la inclusion del intrén 5,
introduce 41 aminoacidos diferentes en la porcion COOH-terminal de la proteina. La
proteina deducida a partir de ADNc ‘Vri’ carece de 95 aminoacidos COOH-terminales
dando origen a una proteina mas corta (Fig. 5.19). Analizando la posible ganancia o
pérdida de funcionalidad relativa de la proteina ‘Vri’, se buscé la ubicacidn de
aminoacidos claves, como son los del sitio activo de la enzima, los cuales han sido
descriptos previamente en otras GHs de la familia 3. Se encontraron los dos
aminodcidos del sitio activo probables en las secuencias ‘Vri’ y ‘Vn’ de la proteina
PsARF/XYL (Fig. 5.19). La porcién COOH-terminal de la proteina faltante en ‘Vri’ forma
parte de un dominio conservado en GHs de la familia 3 que ha sido involucrado en la
unién a hidrato de carbono (Varghese et al., 1999). De los 289 aminoacidos que forman
este dominio, sélo 11 fueron perdidos en ‘Vri’ y los 43 ultimos fueron modificados

debido a los codones en marco de lectura que introduce el intron retenido.
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EARAMY
EARAMYNGGMAGLTYWSPNVNIFRDPRWGRGQE

AGN 60
TPGEDPVLASKYAARYVKGLQGDGAGN 60

EARAMYNGGAAGLTFWSPNVNIFRDPRWGRGQE TPGEDPVLAAKYGARYVKGLQGDGAGN 60

RLKVAAC
RLKVAACCKHYTAYDLDNWNGVNRFHFNARVSK

CSY 120
QDLADTYNVPFKACVVEGHVASVMCSY 120

RLKVAACCKHYTAYDLDNWNGVDRFHFNARVSK QDLEDTYNVPFKACVVDGNVASVMCSY 120

kkk kkkkkkkkkkkk-k-kkkkkkkk

NQVNGKPTCADPDLLKGTIRGQWRLNGYIVS
NQVNGKPTCADPDLLKGTIRGQWKLNGYIVS

LDLDCGPHERIBTEAAVRRGLVSQLEINWALAN
LDLDCGPFLAIHTEAAVRRGLVSQLEINWALAN
LDLDCGPFLGIHTEAAIRTGQVNEIDINYALAN
* ok e

VCTPAHQQLALEAARQGIVLLENRGRSLPLSIR
VCTPAHQQLALEAARQGIVLLENRGRSLPLSIR
VCKPSSNELALEAARQGIVLLENRGNSLPLSTI

kk ke sokkkkkkkkkkkkkkkkk kkkkk

GYTTPLQGIGRYTRTIHQAGCTDVHCNGNQLFG
GYTTPLQGIGRYTRTIHQAGCTDVHCNGNQLFG
GYTTPLQGIARYTRTIHQAGCTDVHCNGNQLIG

DRVGLLLPGHQQELVSRVARASRGPTILVLMSG
DRVGLLLPGHQQELVSRVARASRGPTILVLMSG
DRTGLLLPGHQQELVSRVARASRGPTILVIMSG

*%k

GTAIADVLFEGTTNPGGKLPMTWYPQNYVTHLPM

DSVGVLYEEQHYTRTPEEAAADAIKAG 180
DSVGVYYDNQHYTKTPEAAAAYAIKAG 180

Kkkkkk Kkeokkkkeokkk kkk kkkkk

TMTVQMRLGMFDGEPSAHQYGNLGPRD 240
TMTVQMRLGMFDGEPSAHQYGNLGPRD 240
TITVQMRLGMFDGEPSTQRYGNLGLAD 240

Kkrkkkkkkkkkkkkkke-kkkkk *

RHRTVAVIGPNSDVTVTMIGNYAGVAC 300
RHRTVAVIGPNSDVTVTMIGNYAGVAC 300
RHRTVAVIGPNSDVTETMIGNYAGIAC 300

AAEAAARQADATVLVMGLDQ 360
AAEAAARQADATVLVMGLDQ 360
AAEVAARQADATVLVIGLDQ R 360

kkk kkkkkkkkkkk-kkkkkkkkkk

GPIDVTFAKNDPRISAIIWVGYPGQAG 420

GPIDVTFAKNDPRISAIIWVGYPGQAG 420

GPIDVTFAKNDPCIGAIIWVGYPGQAG 420
*

TDMAMRADPARGYPGRTYRFYRGPVVF 480

GTAIADVLFGTTNPG

[PKGSTTNSCSYIFIFFNKVKTNVVRLNSHGLINICFVQEESERENOP

GTAIADVLFGTTNPSGKLPMTWYPQNYVANLPM

K*kkkkkkkkkkkkk *

PFGLGLSYTTFAHNLAHGPTSVSVPLTSLKATA

PFGMGLSYTRFSHSLAQGPTLVSVPLTSLVAAK

VKNTGSMDGTHTLLVFTSPPDGKWAASKQLVGF

IKNTGTMDGTHTLLVFATQPAGKWAPNKQLVGF

RFGIRRIPLGEHKLQIGDLSHHVSLQTNSGEIK

KLGIRRIPLGQHKLEIGDLKHYVSIEANLGEIK

TDMAMRADPARGYPGRTYRFYKGPVVF 480

NSTMLSKAVRVSHADCNALSPLDVHVD 540

NTTMLSNHGVRVSHTNCDSLSLDFHID 540

HKIHIAAGSETRVRIAVHVCKHLSVVD 600

HKVHIVAGSERRVRVGVHVCKHLSIVD 600

V 634

F 634

Figura.5.19: Secuencias de aminoacidos deducidos a partir de las variantes de ADNc del gen
PsARF/XYL ‘Vn’ y ‘Vri’. También se alined la secuencia de Pyrus pyrifolia homdloga PpARF2. Los
dos aminoacidos del sitio activo se encuentran recuadrados en verde en el contexto conservado
SDC (nucledfilo catalitico putativo) y AEF (acido/base catalitico putativo). Los aminoacidos
incluidos en ‘Vri’ y ausentes en ‘Vn’ debido al intrén retenido, se muestran recuadrados antes
del coddén de terminacién prematuro que se muestra en rojo. Se muestra un alineamiento

parcial

para simplificar el anélisis.

Los dominios conservados se muestran en gris.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

Andlisis de la expresion de los genes PsARF1 y PsARF/XYL de

Prunus salicina Lindl ‘Gigaglia’

6.1 Patron de expresion temporal en mesocarpo

Durante el desarrollo de esta tesis no se disponian de datos suficientes sobre los
parametros de crecimiento y maduracién de ciruela japonesa ‘Gigaglia’ dado que se
trata de un cultivar autéctono, aun poco difundido. Para analizar los patrones de
expresion de los genes de interés durante el crecimiento y la maduracién de ciruela
japonesa ‘Gigaglia’, primero se realiz6 un seguimiento de la ontogenia y de la
maduracion del fruto, durante un periodo que abarcé 12 semanas. A tal fin, se
registraron los Ddpf, las variaciones en el peso fresco y en el didmetro ecuatorial del
fruto, asi como también los cambios de color, de firmeza y la produccién de etileno
durante la maduracién (Fig. 6.1). El crecimiento del fruto de ‘Gigaglia’ mostré un patron
similar a una curva sigmoidea doble en el que se distinguen 4 fases, al igual que en otras
drupas. Las fases de crecimiento S1 (multiplicacion celular), S2 (lignificacion del
endocarpo) y S3 (agrandamiento celular) tuvieron una duraciéon aproximada de 20 dias
(10-30 Ddpf), 18 dias (31-49 Ddpf) y 24 dias (50 a 74 Ddpf) respectivamente. La tasa de
crecimiento fue mayor durante S1 y S3 (aprox. 0,27 y 0,45 g dia’ respectivamente)
hallando un minimo en S2 (0,18 g dia™). La fase S4 resulté relativamente corta (75-80
Ddpf): en ella, el fruto alcanzaba su tamafio maximo y comenzaba la etapa de
maduracion que coincidia con la aparicidn de los primeros cambios de color y de pérdida
de firmeza (ablandamiento) del fruto (Fig. 6.2). La produccion de etileno exhibioé un pico

durante la maduracién, como es tipico en los frutos climatéricos. Se observd un
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incremento de esta hormona a los 76 Ddpf alcanzando un maximo a los 77 Ddpf (4,34 nL
h™ g!) y descendiendo luego a un promedio de 1,41 nL h™* g* a los 78 Ddpf. La pérdida
de firmeza y los cambios de color (verde->rojo—»purpura) ocurrieron simultdaneamente
durante esta ultima fase, pudiéndose clasificar los frutos en 5 etapas de maduracién. Las
mismas se denominaron M1 (75 Ddpf), con un valor promedio de firmeza = 46 N y de h°
= 106; M2 (76 Ddpf), con un valor promedio de firmeza = 36 Ny de h° = 91; M3 (77
Ddpf), con un valor promedio de firmeza = 26 Ny de h° = 65; M4 (78 Ddpf), con un valor
promedio de firmeza = 15 N y de h° = 47 y, finalmente, M5 (79 Ddpf), con un valor
promedio de firmeza =11 Ny de h° = 29.

5 348
i {3
—— Peso fiesco
- —i— Ehileno
I —0— Didmetn

I
i
16 | i
1

12
53

PesoFresco(g) fEtlleno (nl/h.g)
)
Didmetro Ecuatorial desde sutora (om).

3]
10 12 16 19 22 25 28 31 34 37 40 42 45 49 52 55 58 61 64 67 0O 73 76 79 82

Tiempo (Ddpf)

Figura. 6.1: Peso fresco, diametro ecuatorial desde sutura y produccién de etileno de los frutos
de ciruelo japonés ‘Gigaglia’ durante el crecimiento y la maduracién. Los valores representan un
promedio + DE de n = 15 frutos para los pardmetros de crecimiento y de n = 3 para la produccion
de etileno. Donde no se observan las barras de error, el DE no excedié el tamafio del simbolo. Se
indican las tres primeras fases de crecimiento (S1, S2, S3) y la fase de maduracién (S4).
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Figura. 6.2: Clasificacidn de los frutos de ‘Gigaglia’ en 5 etapas de maduracion (M1, M2, M3, M4
y M5) segun la medicién de parametros de Color (2h, grados hue) y Firmeza (N). Se realizaron 2
mediciones por fruto, en sectores opuestos y a nivel del plano ecuatorial del fruto,
considerandose como 1 repeticion al valor promedio de ambas mediciones. Cada grupo de frutos
estaba conformado por n = 15. Los frutos M1 presentaban color verde-rosaceo, M2 color rosa,
M3 color rojo, M4 color rojo purpura, M5 color rojo purpura-violaceo. Los frutos considerados
apropiados para consumo fueron los del grupo M4.

La expresidn de los genes PSARF/XYL y PsARF1 se analizd6 mediante RT-PCR durante las
fases de crecimiento S1, S2 y S3 (Fig. 6.3) y maduracién del fruto (fase S4, Fig. 6.4),
incluyendo ésta ultima las cinco etapas de ablandamiento del fruto ya descriptas. Se
utilizaron los cebadores F2-R3 para amplificar los transcriptos de PSARF/XYL, los cuales
permiten discriminar la expresidn de las dos variantes de ADNc ‘Vri’ y ‘Vn’ ya que los
mismos flanquean la region de ADNc donde esta retenido el intron 5 en la variante ‘Vri’
o donde el intrén es procesado por splicing en la variante ‘Vn’, de forma tal que se
obtienen dos productos en la misma reaccién de amplificacion. Ademas, se emplearon
los cebadores F2-Rintro que sélo amplifican la variante ‘Vri’ dado que el cebador reverso
es complementario al ultimo intrén, evitando asi el efecto de competencia por el molde.
Por ultimo, se evalud la expresidn del gen parcialmente clonado PsARF1 (nro. acceso
GenBank: DQ822467, homdlogo a PpARF1 de durazno) mediante uso de los cebadores
L2-R2.
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Figura. 6.3: Andlisis de la expresion de los genes PSARF/XYL y psARF1 durante la ontogenia de
ciruela japonesa (Prunus salicina Lindl ‘Gigaglia’) mediante RT-PCR semicuantitativa. Los
cebadores F2-Rintro fueron utilizados para la deteccién de la variante de ADNc ‘Vri’, F2-R3 para
amplificar las dos variantes de ADNc, ‘Vn’ y ‘Vri’ y L2-R2 fueron empleados para describir la
expresion de PsARF1. El gen de actina se utilizd como control, para normalizar el valor de la
expresion de los genes.

Expresidn Relativa %rifvn
]

12 16 20 27 3 38 42 49 58 65 72

Tiempo (Ddpf)
Figura. 6.4: Expresion relativa de las dos variantes de ADNc de PsARF/XYL (‘Vri’/’Vn’) durante la
ontogenia de ciruela japonesa. Los valores se estimaron mediante densitometria utilizando el

programa QuantiScan versién 3.1, a partir de las bandas de RT-PCR obtenidas con cebadores F2-
R3.
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Fig. 6.5: Analisis de la expresion de los genes PsARF/XYL y PsARF1 durante la maduracion de
ciruela japonesa (Prunus salicina Lindl ‘Gigaglia’) mediante RT-PCR semicuantitativa. Se utilizaron
frutos en las cinco etapas de maduracién caracterizadas previamente como M1, M2, M3, M4 y
M5. Los cebadores F2-Rintro fueron utilizados para la deteccidn de la variante de ADNc ‘Vri’, F2-
R3 para amplificar las dos variantes de ADNc, ‘Vn’ y ‘Vri’ y L2-R2 fueron empleados para describir
la expresidon de psARF1. El gen de actina se utilizé6 como control, para normalizar la expresion de
los genes.

Las variantes ‘Vri’ y ‘Vn’ se expresaron durante todo el crecimiento del fruto a niveles
variables, exceptuando aquellos correspondientes a 49 Ddpf (inicio de la fase de
crecimiento exponencial S3) donde ‘Vri’ no fue detectable con cebadores F2-R3 y se
detectd a niveles basales con los cebadores especificos F2-Rintro (Fig. 6.3). A partir de
ese momento y durante toda la fase S3 los transcriptos ‘Vri’ de PSARF/XYL alcanzaron un
notable incremento, similar a la tasa de crecimiento del fruto (Fig. 6.1), tanto con los
cebadores F2-R3 como con los F2-Rintro. Sin embargo, unicamente ‘Vn’ fue detectable
durante la maduracion de los frutos con cebadores F2-R3 y ‘Vri’ se detectd a niveles
bajos, comparables con los frutos de 49 Ddpf, al utilizar cebadores F2-Rintro (Fig. 6.5). La
expresion de ‘Vri’ duplicé la de ‘Vn’ en frutos de 20 y 42 Ddpf (Fig. 6.4) y fue entre 3y 4
veces mayor en frutos pre-climatéricos (S3; 65, 72 Ddpf).

Los frutos en estado M3 de maduracion, mostraron la expresién maxima de los
transcriptos ‘Vn’ de PsARF/XYL de forma coincidente con el pico en la produccion de
etileno (Fig. 6.2).

Por otro lado, la expresion de PsARF1, resultd muy similar durante las etapas del

crecimiento (Fig. 6.3), manifestando un incremento leve durante la fase S3 (49, 58 y 65
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Ddpf). Sin embargo, los transcriptos de PsARF1 fueron apenas detectables en frutos de
madurez incipiente M1 y en frutos maduros M3 y M5, de forma similar al patron de
expresion de ‘Vri’ (cebadores F2-Rintro, Fig. 6.3). Los frutos en etapa S4 que mas
expresaron el gen PsARF1 fueron los correspondientes a las etapas M2 y M4,

El patron de expresidon de ‘Vri’ con cebadores especificos F2-Rintro durante el
crecimiento, no reproduce exactamente los resultados obtenidos con los cebadores F2-
R3 (banda superior, Fig. 6.3). Esto podria explicarse por la presencia de un efecto
competitivo por el molde en las reacciones de RT-PCR, donde se utilizan cebadores que
amplifican ambas variantes de ADNc. De hecho, al utilizar cebadores especificos de la
variante ‘Vri’ en frutos S4, los niveles de amplificacién fueron relativamente bajos en
relacion a los obtenidos durante el crecimiento del fruto y luego, al utilizar los cebadores
F2-R3, no se pudo detectar producto de amplificaciéon, aunque se realizaron varias

repeticiones.

6.2 Patrdn de expresion espacial de PSARF/XYL y PsARF1 en el fruto

Para investigar la distribucidén espacial de los transcriptos de PSARF1 y PSARF/XYL en los
diferentes tejidos del fruto, se disectaron muestras de epicarpo, mesocarpo externo y
mesocarpo interno de ciruela japonesa para las correspondientes extracciones de
ARNm. Los frutos empleados se encontraban en la etapa de maduracion S4 (76 Ddpf). Se
utilizaron los cebadores F1-R1 PsARF/XYL y los cebadores L2-R2 para PsARF (Fig. 6.6). La
acumulacién maxima de los transcriptos de PpARF1 y PpARF/XYL ocurrié en el
mesocarpo interno. El ARNm de PpARF/XYL se detectdé en menor medida en epicarpo y
en mesocarpo externo. En mesocarpo externo, la expresion de ambos genes fue
relativamente menor. Un patrdn de expresidn semejante habia sido obtenido cuando se
analizaron los genes PpARF1 y PpARF/XYL en muestras de mesocarpo de durazno para

los mismos tejidos analizados en esta seccion.
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PsARF/XYL
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Figura. 6.6: Acumulacion de transcriptos PpARF/XYL y PpARF1 y en tres tejidos diferentes de
frutos de ciruelo japonés en grado de madurez M2. Para PsARF/XYL se utilizaron los cebadores
F1-R1 que amplifican ADNc en una porcidn lejana al sitio de splicing del intréon retenido, por lo
cual se visualiza la expresion total de las dos variantes. Los tejidos fueron los siguientes: epicarpo
(E), mesocarpo externo (ME) y mesocarpo interno (Ml). El gen de actina se utilizé como control
interno.

6.3 Patron de expresion en otros tejidos

Se realizaron analisis de RT-PCR para detectar la presencia de transcriptos de PpARF/XYL
‘Vri’ y ‘Vn’ en otros tejidos, diferentes al fruto asi como también la expresion de PsARF1.
Ambas variantes de ADNc de PpARF/XYL se expresaron en todos los tejidos vegetativos y
reproductivos analizados: pétalos, sépalos, estambres, carpelos, hojas y raices (Fig. 6.7).
La expresidn relativa entre ambas variantes de ADNc fue diferente entre drganos, ya que
la variante ‘Vri’ se expreso relativamente mas que ‘Vn’ en estambres y hojas (Fig. 6.8).
En el resto de los tejidos se expresé mas la variante completamente spliceada,
exceptuando las raices donde se detectaron niveles de expresién practicamente
equivalentes para ambas variantes. La acumulacién de transcriptos PsARF1 fue evidente
en todos los tejidos resultando levemente mayor en la flor (pétalos, sépalos, estambres y

ovarios) con respecto a hojas y raices.
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Figura. 6.7: Acumulacién de transcriptos PpARF/XYL en diferentes tejidos vegetativos y
reproductivos de Prunus salicina. Pe: pétalos, Se: sépalos, Es: estambres, Ov: ovarios, Ho:
hojas intactas expandidas, Ra: radiculas. La expresidn del gen actina se utilizé como control
interno.
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Figura. 6.8: Los valores de expresion de las dos variantes de ADNc PsARF/XYL se estimaron
mediante densitometria de bandas utilizando el programa QuantiScan version 3.1 a partir de
las bandas de RT-PCR obtenidas con cebadores F2-R3 en distintos tejidos de Prunus salicina
Lindl ‘Gigaglia’.Se muestran los cocientes ‘Vri’/’Vn’ para los valores obtenidos. Pe: pétalos,
Se: sépalos, Es: estambres, Ca: carpelos, Ho: hojas intactas expandidas, Ra: raices
incipientes.
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6.4 Efecto del 1-MCP y del etileno en frutos pre-climatéricos

A partir de los resultados de RT-PCR obtenidos durante la ontogenia de ciruela japonesa,
se comprobd que existe cierta regulacién sobre los genes estudiados, de una forma que
depende del estado de desarrollo o maduraciéon del fruto. Durante la maduracion
resultaba de particular interés analizar la posibilidad de que el etileno actuara como
regulador directo o indirecto de los genes que se inducen durante el ablandamiento.
Habiamos hallado que la variante del gen PsARF/XYL ‘Vri’ es poco detectable durante la
maduracion y ‘Vn’ tuvo una expresidn maxima en frutos M3, de forma coincidente con el
pico de etileno. Para probar la hipdtesis de que el etileno estaria involucrado en la
induccion de ‘Vn’ durante la maduracién, se cosecharon ciruelas pre-climatéricas (de 72
Ddpf) y se seleccionaron mediante cromatografia gaseosa aquellas que no producian
etileno enddgeno. Sobre las mismas, se aplicaron distintos tratamientos de postcosecha,
como fue descripto en ‘Materiales y Métodos’. Por un lado, se colocaron las ciruelas en
un contenedor exponiéndolas durante 24 h a 1-MCP 0,5 ppm, el cual actia como
inhibidor de la accion del etileno (Trinchero et al., 2004) y, por el otro, durante 24 h, a
etileno 1 ppm. El control se realizé colocando las ciruelas en las mismas condiciones
pero sin modificar la atmdsfera de los frutos. Se pudo observar un cambio de coloracién
en los frutos que recibieron 24 h de etileno tanto en el epicarpo como en el mesocarpo,
al compararlos con los frutos ‘control 24 h’ que no presentaban color al igual que los
frutos ‘1-MCP 24 h’. Tal observacién constituyd un ‘control positivo’ visual en referencia
a la aplicacién de etileno (ya que es bien conocido que estos frutos cambian de color
rapidamente debido a la presencia de etileno). El mesocarpo de los frutos se utilizo para
las extracciones de ARN y el andlisis de la expresion mediante RT-PCR semicuantitativa
del gen PsARF/XYL (Fig. 6.9). Para tal fin, se utilizaron dos combinaciones de cebadores
gue abarcan regiones diferentes del gen. Por un lado, los cebadores F1-R1, con los cuales
podemos analizar la expresidon conjunta de las dos variantes de ADNc - ‘Vri’ y ‘Vn’ - dado
gue los mismos se sitlan en una region distante del dltimo intrén del gen PSARF/XYL. De
ser las Unicas variantes de ARNm para este gen, estariamos en presencia de la expresidon
total del mismo (no se descarta la posibilidad de la existencia de otras variantes de
splicing para este gen). En este caso, se observd un aumento en los transcriptos de

PsARF/XYL frente a la aplicacion de etileno durante 24 horas mientras que los niveles de
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ARNm fueron menores y similares en el control y en los frutos tratados con 1-MCP.
Cuando se utilizan cebadores que permiten discriminar entre las dos variantes de ADNc
(F2-R3) se obtiene una marcada induccion de la expresion de la variante ‘Vn’ al aplicar
etileno durante 24 h y no se pudo amplificar ‘Vri’ en la reaccion de RT-PCR. Estos
resultados se asemejan a lo obtenido en frutos climatéricos en donde ‘Vri’ resulté
indetectable. En los frutos tratados con 1-MCP se amplifican ambas variantes con los
cebadores F1-R1 pero la expresién relativa ‘Vri’/’Vn’ fue menor en estos frutos con
respecto a los del control. A partir de los resultados obtenidos, se infiere que la
expresion de ‘Vn’ podria estar inducida por etileno. Resultados contrastantes se
obtuvieron para el gen PsARF1 dado que no se pudo detectar su expresion en frutos
tratados con 24 h de etileno (Fig. 6.9). Para investigar la accion del etileno sobre la
induccion de ‘Vn’ en funcion del tiempo, se realizaron los mismos tratamientos
descriptos pero las muestras para la extraccion de ARN, fueron tomadasalas3 h, 6 hy
24 h de la aplicacién de etileno (Fig. 6.10). Ademas, se analizd la expresion del gen
PsARF1, el cual habia mostrado una disminucion en los niveles de transcriptos en frutos
de estado M3 de forma coincidente con el pico de etileno. Se puede observar que, entre
las 3 h y las 6 h posteriores a la aplicacién de etileno, se induce la expresion de la
variante ‘Vn’ de PsARF/XYL alcanzando un maximo de expresion a las 24 h de exposicion
al etileno (Fig. 6.10). No se detectaron mediante RT-PCR transcriptos ‘Vri’ nialas 6 hnia
las 24 h de tratamiento con etileno pero a las 3 h de tratamiento el patrén de expresion
de ‘Vn’ y ‘Vri’ fue similar al del ‘control 24 h'. Los frutos tratados con 1-MCP durante 24
hs mostraron una expresion de ‘Vn’ relativamente mayor que los frutos ‘control 24 h’
(Fig. 6.9 B y Fig 6.10).

Aparentemente, el procesamiento alternativo de los transcriptos PsARF/XYL se ve
afectado a las pocas horas del tratamiento con etileno, siendo favorecido el spliceado
completo de los transcriptos ya que fue imposible detectar la variante de ADNc que
retiene intréon con la técnica utilizada. Por otro lado, los transcriptos PSARF1 mostraron
una disminucion notable a las 3 h y 6 h de la aplicacion de etileno y sus niveles fueron
minimos a las 24 h de la aplicacidon de etileno. Al aplicar 1-MCP durante 24 h, la

expresion de PsARF1 fue similar al control.
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Figura. 6.9: RT-PCR para el gen PsARF/XYL con cebadores F1-R1 (A) o cebadores F2-R3 (B) en
mesocarpo de ciruelas pre-climatéricas, cuyos frutos fueron tratados en postcosecha con 1-MCP
(inhibidor de la accion del etileno) durante 24 h, con etileno durante 24 h o no tratados (control).
En C) se muestra la expresién del gen PSARF1 y del gen de actina como control interno.

Control 1-MCP Etileno Etileno Etileno
24 hs 24 hs 3hs 6 hs 24 hs

PsARF1

PsARF/Xyl
F2-R3

Actina

Fig. 6.10: RT-PCR para el gen PsARF/XYL con cebadores F2-R3 en mesocarpo de ciruelas pre-
climatéricas, cuyos frutos fueron tratados en postcosecha con 1-MCP (inhibidor de la accién del
etileno) durante 24 h, con etileno durante 3, 6 0 24 h, o no tratados (control). Ademas se analizo
la expresidon de PsARF1 mediante el uso de los cebadores L2-R2 y la expresion de actina como
control interno.
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CAPITULO 7

DISCUSION

7.1 La actividad de a-L-arabinofuranosidasa se incrementa durante la

maduracion de durazno y varia topograficamente dentro del fruto

Del andlisis de la actividad total de ARF durante el crecimiento y la maduracion de durazno
resulta que sus niveles son cuantificables en la mayoria de los estados, halldndose
valores minimos durante la fase final de expansion celular (S3-L) y un marcado
incremento durante la maduracion organoléptica del fruto (Fig. 4.5). Durante la
ontogenia, la actividad resulté similar a la de la pera japonesa (Tateishi et al., 1996;
2005) y tomate (Sozzi et al., 2002a; 2002b) a pesar de las diferencias en los patrones de
crecimiento del fruto entre estas especies (curva sigmoidea doble en durazno,
exponencial temprana y luego casi lineal en pera Japonesa y tomate). Brummell et al.
(2004) detectaron baja actividad de ARF en duraznos ‘O’ Henry’ a la mitad de su tamano
final con un aumento pequefio al alcanzar el fruto su tamafio maximo. Las diferencias en
cuanto a la actividad enzimatica halladas en las variedades O’Henry (Brummell et al.,
2004) y Springcrest (esta tesis) pueden deberse a variaciones genéticas entre cultivares
(por ejemplo, duraznos tempranos vs. duraznos de estacion tardia) y/o a cambios en el
contenido de proteinas por unidad de peso fresco, la cual realmente ocurre cuando las
células se expanden y acumulan agua y solutos en las vacuolas. Los duraznos evidenciaron
un marcado incremento de actividad en el estado temprano de maduracion, como se
describié previamente (Brummell et al., 2001), y alcanzaron la actividad maxima en estado
maduro. En esta tesis, la actividad resulté maxima en R4, de forma coincidente con el
pico en la produccién de etileno climatérico. Asi mismo, la actividad se correlaciond
positivamente con la pérdida de firmeza de los frutos, exceptuando el estado
sobremaduro, en el cual la firmeza sigue decayendo sin aumentar la actividad relativa
(Figs. 4.5 y 4.4). Estos resultados, conjuntamente, sefialan que las enzimas de interés

pueden estar implicadas en el proceso de maduracién ya que su actividad se
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correlaciona bien con los indices de madurez, tales como el incremento en la produccion
de etileno y la pérdida de firmeza. Sin embargo, su actividad no se encuentra
exclusivamente en frutos maduros, sino también en frutos verdes en crecimiento, a
menor escala. En pera japonesa y tomate, se hallaron diferentes isoformas presentes en
varios estados durante el desarrollo del fruto pero solo una isoforma regulada
positivamente por el etileno que participaria en el metabolismo de la arabinosa de pared
celular relacionada a la maduracién (Tateishi et al., 2005; Sozzi et al.,, 2002a).
Posiblemente, en cada una de las etapas, la actividad cuantificada en frutos de
duraznero sea el resultado de un conjunto de enzimas relacionadas que actuan
concertadamente en el mismo proceso.

Al determinar la actividad total de ARF en tres tejidos especificos del fruto en S3-E, R1,
R2 y R5, se encontrd que la actividad es mayor en el mesocarpo interno y menor en el
mesocarpo externo, siendo el epicarpo el tejido que presentd una actividad enzimatica
intermedia en relacion con la obtenida en los otros dos tejidos (Fig. 4.6). De esta forma,
se verifica que la actividad enzimatica de ARF dentro del fruto es relativa al tejido
analizado. De ahi la importancia metodoldgica de utilizar un criterio reproducible en la
toma de las muestras cuando se desea comparar entre tratamientos. Una posible

explicacion para las diferencias observadas se discute en la seccién 7.6.

7.2 El gen PpARF1 de durazno codifica una glicosilhidrolasa (GH)

perteneciente a la familia 51

Mediante los andlisis bioinformaticos se pudo determinar que la proteina deducida a
partir del ADNc de PpARF1, contiene un péptido sefial de 25 aminoacidos de longitud en
su extremo amino terminal, el cual seria clivado entre los residuos Ala e lle resultando en
una proteina madura de 71,6 kD, con un pl teérico de 4,94 (Fig. 4.2). Valores similares
(PM de 71,3 kD, pl tedrico de 4,74) fueron predichos para MdAFasel (Goulao et al.
2008). El relativamente bajo pl puede ser importante para el posicionamiento preciso de
PpARF1 en la pared celular dado que podria interactuar con moléculas cargadas
positivamente tales como extensinas, glicoproteinas basicas con pl ~10 debido a su alto

contenido en Lys.
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En la proteina deducida se distinguen dos dominios conservados que guardan relacion
con la funcion putativa (Fig. 4.2): por un lado, el dominio catalitico, directamente
implicado en la liberacién de los restos de polisacaridos y por el otro, un dominio de
union putativa a hidrato de carbono, denominado CBD (carbohydrate binding domain)
cuya funciéon seria la unidn al sustrato, posibilitando una cercania mas prolongada vy
estrecha de este ultimo con el dominio catalitico (Guillén et al., 2010).

La presencia de dominios conservados (de hidrélisis de monosacéridos y de unidn a
hidratos de carbono), las sefales de transporte a apoplasto (Fig. 4.2) y los resultados
filogenéticos (Fig. 4.3) revelan que la proteina PpARF1 podria clasificarse como una
glicosilhidrolasa (GH) de la familia 51. Con respecto a sus aminoacidos constitutivos,
PpARF1 contiene entre un 86 y 83 % de identidad con ARFs provenientes de manzana,
pera japonesa y pera europea, lo que sugiere que estas secuencias son probablemente
ortélogas y que las GHs codificadas tienen probablemente especificidades bioquimicas

de sustrato similares.

7.3 Se pueden aislar al menos dos variantes de ADNc para el gen

PsARF/XYL de Prunus salicina ‘Gigaglia’

En en capitulo 4 de esta tesis se describio el patron transcripcional del gen PoARF/XYL de
duraznero (Prunus persica ‘Springcrest’) cuya secuencia en bases de datos habia sido
publicada previamente por Hayama et al. (2006). Los autores lo describieron como un
gen que se expresa e induce fuertemente durante la maduracién, respondiendo de
forma proporcional a la concentracidon de etileno percibida por el fruto. En Prunus
salicina no se habia descripto hasta el momento el papel de una enzima con actividad
bifuncional (tanto de ARF como de XYL) en el proceso de crecimiento y maduracion de
los frutos. Con el objetivo de describir el patrén de transcripcion de un gen homaologo a
PpARF/XYL en ciruela japonesa, se ided la clonacion de un ADNc putativo.

A partir de reacciones de RT-PCR y mediante uso de ARNm proveniente de diferentes
tejidos de ciruela japonesa, se clonaron dos variantes distintas de ADNc (Figs. 5.2 y 5.5).
Los alineamientos de las secuencias permiten establecer que se trata de versiones
idénticas del mismo ADNc excepto por la presencia de una insercién de 116 pb en una

de ellas (Fig. 5.6). A excepcion de la zona de la insercién, el ADNc presenta una gran
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homologia de secuencia con PpARF/XYL de durazno (Fig. 5.3), indicando que los clones
obtenidos pueden corresponder a glicosidasas de pared celular.

Los andlisis bioinformaticos permiten inferir que la insercidn presente en una de las
variantes de ADNc presenta sitios dador y aceptor de splicing (Fig. 5.4) y que su
composicion de nucleétidos coincide con altos porcentajes de A+T como tipicamente
ocurre en los intrones vegetales (Fig. 5.15). La presencia de un intron podria obedecer a
contaminaciones con ADN gendmico, a pesar de los tratamientos con DNAsa | (Fig. 5.7).
Sin embargo, al realizar reacciones de RACE 3’ que permiten discriminar entre ambas
variantes de ADNc, se presentan evidencias de que el molde en las reacciones de RT-PCR
estaba constituido por dos isoformas de ARNm diferentes y no por ADN gendmico
contaminando las muestras (Figs. 5.8, 5.9 y 5.10).

La secuenciacion de ADN gendmico PSARF/XYL y su comparacion con los ADNc obtenidos
permitido establecer que la insercion de 116 pb hallada corresponde a un intrén
posicionado en la zona 3’ del gen (Fig. 5.14). Este intrdon resultd ser el Ultimo de los 5
intrones hallados en el gen PsARF/XYL. La variante sin intrones se denomind ‘Vn’ y la
restante ‘Vri’ (variante que retiene intrén). La similitud entre ambas regiones 3’ UTR
sefala que se trataria de dos ARNm transcriptos a partir de un Unico gen (Figura 5.10) ya
gue estas regiones no traducidas probablemente serian poco conservadas en genes
diferentes. Sin embargo, las regiones 3’ UTR de las variantes del gen PsARF/XYL resultan
llamativamente cortas, de aproximadamente 8 nucledtidos (Fig. 5.10.). Este hecho, si
bien torna menos contundente la afirmacion anterior, no la invalida. La longitud minima
de la regién 3’ UTR observada en plantas es de 13 nucledtidos con un promedio de 207
nucledtidos (Mignone et al., 2002). Al analizar las regiones 3’ de genes homdlogos a
PsARF/XYL de pera japonesa y manzana, se observd un alto contenido de adeninas en la
porcidon UTR antes del sitio de clivaje y poliadenilacién del pre-ARNm y regiones 3’ UTR
mas largas (datos no mostrados). Es posible que durante la aplicacion de la técnica de
RACE 3’ para el gen PsARF/XYL el cebador oligodT empleado se haya apareado con estas
regiones de alto contenido en adeninas rio arriba del sitio de poliadenilacion
propiamente dicho, dando origen a productos de amplificacion de menor longitud o
incompletos. De todas formas, las dos variantes de RACE 3’ clonadas resultaron idénticas
apoyando la idea de que su procedencia es la misma, un Unico gen y que por lo tanto las

dos variantes de ADNc obtenidas son variantes de splicing de PSARF/XYL.
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A pesar de los diferentes intentos, no se logré clonar exitosamente la regiones 5° UTR
especifica de ‘Vri’ (utilizando cebadores reversos complementarios al ultimo intrén en la
técnica de RACE 5’), siendo la region 5’ UTR informada en esta tesis aquella proveniente
del uso de un cebador reverso complementario a una region codificante cercana al
extremo 5’ (el cebador reverso complementario al intrédn generaba productos de PCR
mas largos con los cuales era mas compleja la aplicacion de la técnica). Si fuese factible
comparar las regiones 5" UTR de las dos secuencias de ADNc y las mismas resultaran
idénticas, se contaria con evidencia terminante de que se esta en presencia de dos
transcriptos de un mismo gen, a lo que se procederd ya fuera del marco temporal de

esta tesis.

7.4 El gen PsARF/XYL de ciruelo japonés codifica una GH de la familia 3 y

su estructura es similar a una 8-glucosidasa putativa de Ricinus communis

A partir de la clonaciéon de dos variantes de ADNc y del aislamiento del gen PsARF/XYL de
Prunus salicina ‘Gigaglia’, se deducen la/las proteina/s predicha/s a partir de sus
secuencias. Los analisis en BLAST-NCBI determinan dominios conservados en GHs de la
familia 3: por un lado, un dominio catalitico amino terminal y por el otro un dominio
putativo de unién a hidrato de carbono COOH-terminal (Fig. 5.12). La presencia de un
péptido sefial de direccion a apoplasto y los dominios proteicos conservados indican que
se trataria de una ARF/XYL de pared celular. Las GHs estan agrupadas en mas de 100
familias basadas en la nomenclatura de la base de datos CAZy, la cual describe familias
de moddulos relacionados estructuralmente, ya sea con la catalisis o con la unién a
hidratos de carbono (Davies y Henrissat, 2005; URL: http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). La
familia 3 de GH agrupa enzimas con especificidad de sustrato diferentes tales como B-
glucosidasas, XYLs y ARFs (Tateishi et al, 2005). Las enzimas relacionadas
estructuralmente pertenecientes a la misma familia GH pueden tener distintas
especificidades de sustrato mientras que una misma enzima puede hidrolizar un
conjunto de diversos sustratos (Henrissat, 1991). En base a este ultimo criterio, se han
descripto algunas enzimas como ‘bifuncionales’ debido a su capacidad de hidrolizar dos

sustratos, aunque la eficiencia de las hidrélisis sea muy diferente. Durante el trascurso
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de esta tesis, otros autores han caracterizado ARF/XYL bifuncionales en forrajes (MsXyl1;
Xiong et al., 2007) y en pera (PpARF2; Tateishi et al., 2005), presentando esta Ultima un
89 % de homologia con el producto del gen de ciruela japonesa denominado PsARF/XYL,
clonado en esta tesis.

En general, existe mucha informaciéon en bases de datos sobre secuencias de ARNm
codificantes de GHs de frutos, pero no asi sobre los genes asociados. Esto, en parte, se
debe al interés que se ha centrado en el analisis de la expresion de los genes
relacionados a la maduracion, el cual se lleva a cabo haciendo uso de la informacién que
proviene de regiones codificantes. Probablemente también se deba a las ventajas del
uso del ARNm total como material de partida para la clonacién de secuencias (presencia
de la cola poli(A), moléculas mas pequefias y mayor nimero de copias por célula para un
determinado gen) comparado con el ADN gendmico. No obstante, ciertos genes
reportados en especies no relacionadas han arrojado niveles de homologia que
permitieron establecer comparaciones. En particular, el andlisis de BLASTn permitio
distinguir un gen putativo codificante de una B-glucosidasa periplasmica de Ricinus
communis cuyos dominios conservados son similares a los del gen PsARF/XYL y cuya
longitud y distribucién de los exones resultd llamativamente similar en ambos casos (Fig.
5.16). Aunque aun queda por determinar la regidon 5’ del gen objeto de estudio, es muy
posible que se trate de dos genes ortdlogos y, dado que se trata de especies no
relacionadas, se infiere que el gen ancestral se habria conservado evolutivamente. Los
analisis de Southern Blot para el gen homodlogo MdAFase | permitieron establecer que el
mismo se encuentra distribuido como Unica copia en el genoma de Malus x domestica
(Goulao et al., 2008). Aungque no se conoce el nimero de copias del gen PSARF/XYL en
Prunus salicina es muy probable que los ADNc obtenidos provengan del mismo gen dada

la similitud de ambas secuencias en la regién 3’ terminal no traducida (Figura 5.10).

7.5 Las variantes de ADNc PsARF/XYL provienen probablemente de

transcriptos alternativamente spliceados

La secuenciacion de ADN gendmico PsARF/XYL y su comparacion con los ADNc obtenidos
permitio establecer que la insercion de 116 pb hallada correspondia al intron 3’ terminal

del gen (Fig. 5.14). La retencion de un intrén en el pre-mRNA podia ser una consecuencia
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de SA y no errores de la maquinaria bioldgica de splicing. Algunos transcriptos primarios
de ciertos genes son alternativamente spliceados, produciendo diferentes formas de
ARN mensajero que codifican proteinas con diferencias funcionales. Ciertos eventos de
SA son constitutivos con cocientes similares de ambas variantes de ARN mensajero en
diferentes células mientras otros estan sujetos a una regulacién especifica de desarrollo
o especifica de tejido (Lopez, 1998). En esta tesis, hay evidencias que apoyan la
existencia de SA regulado para el gen PsARF/XYL dado que la expresion de ambas
variantes de ARNm muestra dependencia con el estado de desarrollo o maduracion de
los frutos (Figs. 6.3, 6.4 y 6.5), con los tejidos analizados (Fig. 6.7) y con los tratamientos
aplicados en postcosecha (Figs. 6.9 y 6.10), lo cual constituye una prueba de regulacion
génica postranscripcional que se postula como la base de los eventos de SA en las
células. De hecho, en plantas, se han observado eventos de SA similares a los ocurridos
en mamiferos, siendo la retencion de intrones el mas comun de este tipo de
procesamientos en las plantas (Wang y Brendel, 2006).

En frutos, se informé la existencia de SA en el gen PpETR1 de Prunus persica, codificante
de un receptor de etileno, el cual produce tres transcriptos maduros diferentes en su
porcion 3’ (Bassett et al., 2002). En uno de ellos, de traducirse, la retencion del intrén
terminal resultaria en una proteina truncada deficiente en un dominio conservado. Los
analisis de expresion revelaron que soélo hubo leves diferencias en la abundancia de
estos ARNm entre cultivares durante el desarrollo del fruto. Sin embargo, uno de los
cultivares de maduracién tardia mostré un aumento sustancial de la expresion del ARNm
no spliceado en frutos pre-climatéricos. Se observaron variaciones en la abundancia de
los transcriptos PpETR1 en el fruto mientras que su expresion fue esencialmente
constitutiva en hojas.

Los resultados obtenidos por Basset et al. (2002) en duraznos revela que los productos
de SA son dependientes del estado de desarrollo o maduracion e incluso del tejido
analizado, de forma muy similar a lo hallado en esta tesis para el gen PSARF/XYL. Sin
embargo, no hemos podido encontrar en la bibliografia ejemplos de SA en glicosidasas

de pared celular, siendo este el primer caso del que disponemos informacion.
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7.6 Los genes PpARF1 y PpARF/XYL de durazno se expresan

diferencialmente durante el crecimiento y la maduracion del fruto

Los analisis de la expresidn génica de PpARF1 (clonado en esta tesis) y PpARF/XYL de
Prunus persica (clonado por Hayama et al., 2006) indican que estos genes se encuentran
regulados a nivel transcripcional (Figs. 4.7 a 4.10). El gen PpAz152, el cual posee una
marcada identidad de secuencia con PpARF/XYL, muestra un patrén de expresion similar
dado que sus transcriptos se hallaron también en estados tempranos de desarrollo del
fruto (Ruperti et al., 2002). Aunque se hallaron divergencias en los niveles de
transcriptos durante S3 entre PpARF/XYL (Fig. 4.7) y PpAz152 (Ruperti et al., 2002), las
diferencias pueden ser atribuidas al momento exacto en el cual las muestras fueron
obtenidas, dado que la longitud de las fases de desarrollo en el fruto de duraznero
‘Springcrest’ es diferente en Buenos Aires (donde se realizd esta tesis) y Padua, ltalia
(donde efectuaron su trabajo Ruperti et al., 2002). Ademas, en esta tesis, se probd que
la actividad de ARF no es uniforme en diferentes regiones del tejido de mesocarpo (Fig.
4.6), por lo tanto, la variacién en los niveles de transcriptos, puede derivar de diferencias
en la composicion de la muestra. Se ha sugerido que el producto del gen PpAz152 estaria
involucrado en la respuesta a patdgenos, sugerencia basada en la expresion del gen en
frutos jovenes y en su caracteristica de ser inducido por heridas. Las proteinas PpARF1 y
PpARF/XYL, cuando estén presentes, podrian estar implicadas en respuestas de defensa
contra patdgenos. Aunque no existe un ejemplo para tal funcién en frutos, algunos
hongos patdgenos en plantas tienen polisacaridos ricos en arabinosa y podrian
requerirse ARFs para la lisis de sus micelios.

El gen PpARF1 se expres6é durante la maduracién (Fig. 4.8), como es el caso de sus
homoélogos de manzana (Goulao et al., 2008), y de pera europea (Sekine et al., 2006).
Ruperti et al. (2002), mediante Northern blot, encontraron que los transcriptos PpAz152
se acumulaan significativamente durante las etapas avanzadas del ablandamiento del
fruto y Hayama et al. (2006) encontraron niveles crecientes de ARNm homdélogo a
PpAz152 durante la maduracién. En nuestro estudio, los niveles de transcriptos PpARF1y
PpARF/XYL alcanzaron un maximo durante R4 y R5 respectivamente (Fig. 4.8), estados
en los que se habia detectado la mayor actividad de ARFs (Fig. 4.5). Esto también

coincide con estudios previos donde se observaron en R4 y R5 pérdidas masivas de
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arabinosa desde glicanos de matriz unidos débilmente, y un aumento en el contenido de
arabinosa polimérica de la fraccion soluble en CDTA (Brummell et al., 2001). PbARF/XYL
fue previamente propuesto como un gen relacionado al ablandamiento, con una
acumulacién de transcriptos coincidente con la produccion autocatalitica de etileno en el
fruto (Hayama et al., 2006). En esta tesis se verifica que la produccién de etileno tiene
un pico en R4 y declina levemente en R5 (Fig. 4.4), mientras que los niveles maximos de
transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL se alcanzan durante R4 y R5 respectivamente (Fig.
4.8). Estos resultados podrian implicar una respuesta de los genes de estudio al etileno.
Sin embargo, para probar la participacién directa del etileno, se requieren experimentos
con etileno o alglin compuesto analogo, y con inhibidores de la accién del etileno (como
por ejemplo 1-MCP o tiosulfato de plata, siendo que el 1-MCP no presenta una eficiencia
elevada en durazno). Por otro lado, nuestros resultados muestran que la acumulacién de
transcriptos PpARF1 y PpARF/XYL en el fruto comienza antes del pico climatérico (Fig.
4.7). Ademas, la mayor acumulacidon de transcriptos PpARF1 ocurre en S2 y la de
PpARF/XYL en S3 temprano, incluso cuando los niveles de etileno son tan bajos como
0,05 uL kg'1 ht, sugiriendo por lo tanto que la transcripcion de estos genes podria estar
regulada por otros factores distintos al etileno. Los resultados presentados no
contradicen la hipdtesis de una eventual respuesta por parte de PpARF/XYL a la accidn
del etileno, pero sugieren que la expresién podria depender ademas de otros factores.
Previamente se ha sugerido un importante rol de las auxinas durante la maduracién de
durazno, asi como una interrelacion entre las auxinas y el etileno (Trainotti et al., 2007).
Esta interaccion entre auxinas y etileno fue avalada por experimentos de microarreglos
gue demuestran cambios significativos en la transcripcién durante el comienzo de la
maduracion y un efecto del 1-MCP sobre la expresion de ciertos genes relacionados al
metabolismo de las auxinas (Ziliotto et al., 2008). Aunque en esta tesis no se realizaron
experimentos para examinar la respuesta sobre la transcripcion de los genes PpARF/XYL
y PpARF1 a la aplicacion de auxinas, se probd con anterioridad que diferentes ARFs
resultan moduladas por auxinas de sintesis en otros sistemas, como es el caso de discos
de pericarpo de tomate (Sozzi et al., 2002b) y de callos de manzana (Alaydn-Luacés et

al., 2008).
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7.7 La expresion de los genes PpARF1 y PpARF/XYL de durazno y de sus
homdlogos en ciruelo japonés varia con la localizacion del tejido en el

fruto

Los frutos carnosos, sobre todo durante la madurez, constituyen un material bioldgico
marcadamente variable en cuanto a sus parametros de ablandamiento, de color y en
general de todas sus caracteristicas fisicos-quimicas. Debido a esto, resulté de particular
interés evaluar las diferencias relativas de expresién de los genes de estudio entre
diferentes tejidos del fruto. Se considerd importante esta evaluacion a la hora de realizar
analisis de la expresidn génica para comparar adecuadamente entre frutos de diferente
estado o procedencia. Todos los genes analizados, tanto de ciruela como de durazno,
adoptaron patrones de expresion similares, mostrando variaciones en los niveles de
transcriptos entre los tejidos del fruto. La expresién maxima se hallé en todos los casos
en el mesocarpo interno, encontrandose un minimo en el mesocarpo externo y una
expresion intermedia en el epicarpo, tanto en durazno (Fig. 4.9) como en ciruela
japonesa (Fig. 6.6).

La divisidn celular continda por un largo periodo de tiempo en la epi- e hipodermis,
debido a la expansién del fruto y a su crecimiento en didmetro. Esto puede explicar
parcialmente la mayor acumulacién de los transcriptos en la piel respecto del mesocarpo
externo. Debido a que el mesocarpo de los frutos contiene al menos dos diferentes
tejidos y a que estos muestran una marcada diferencia en la expresion de los genes de
interés, es factible que distintos macrodominios revelen un metabolismo de
polisacaridos diferente en la pared celular. De hecho cuando la piel es separada, la
homogeneizacion del mesocarpo entero podria enmascarar cambios sutiles asociados
con el ablandamiento o la maduracién dentro de tipos de tejidos especificos. Aunque en
este estudio no fue seguido el patron de expresion espacial durante el ablandamiento y
la maduracion, es posible que los duraznos maduros posean tejidos con distinto grado
de ablandamiento y con diferentes patrones de expresion para PpARF1 y PpARF/XYL
dado que el ablandamiento normalmente comienza en el interior del fruto y procede
hacia el exterior. La exposicion de duraznos al etileno o a sus analogos es un tratamiento
de rutina en protocolos de laboratorio, dado que el etileno difunde rapidamente dentro

de los tejidos del fruto. Sin embargo, no se puede descartar que los frutos tratados con
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etileno puedan mostrar ciertos cambios en su patrén de expresion con mayor
acumulacién de transcriptos PpARF/XYL en el mesocarpo externo al compararlos con
frutos no tratados maduros. En otros frutos climatéricos como el tomate se encontraron
niveles de poligalacturonasa —otra enzima de pared cuya transcripcion es dependiente
del etileno— mas elevados en la zona central (columela), atribuibles a que el ACC y la
enzima ACC sintasa se acumulan mucho mas rapidamente en el sector central del fruto
que en el pericarpo externo durante las etapas tempranas de la maduracién (Tieman y
Handa, 1989). Como consecuencia, la sintesis de etileno de la zona central de los frutos
parece preceder a la de otras zonas. Si bien el etileno es un gas que difunde rapidamente
de unos tejidos del fruto a otros, también podria haber diferencias entre tejidos en

cuanto a la sensibilidad al etileno.

7.8 Los genes PpARF1 y PpARF/XYL y sus homdlogos de ciruelo japonés se

expresan en tejidos vegetativos y reproductivos

Tanto los genes PpARF1 y PpARF/XYL, como sus homdlogos en ciruelo japonés (PsARF1 y
PsARF/XYL) se expresaron de forma variable en otros tejidos de la planta diferentes al
fruto (Figs. 4.10 y 6.7). Ruperti et al. (2002) detectaron ARNm correspondiente a
PpAz152 en flores en todos los estados de desarrollo y durante la senescencia de las
hojas. Aunque la expresion de los genes analizados no resulté especifica de fruto, no se
descarta su desempeno potencial en el ablandamiento del mismo, tal como ocurre con
el gen de tomate codificante de la enzima B-galactosidasa Il (Smith et al., 1998).

Las proteinas PpARF1y PpARF/XYL, cuando estén presentes, podrian estar implicadas en
procesos de crecimiento y ablandamiento del fruto, aunque el contenido de arabinosa
de la pared celular no cambie significativamente durante el crecimiento (Brummell et al.,
2004) lo cual sugiere una reorganizacion de pectinas y/o glicanos de matriz dentro de la
pared celular mas que su movilizacion desde la misma. Por otra parte, aunque
PpARF/XYL fue previamente propuesto como un gen relacionado al ablandamiento del
fruto cuyo ARNm se acumula en coincidencia con la produccion autocatalitica de etileno
del fruto (Hayama et al., 2006), nuestros resultados sugieren que la acumulacién de
transcriptos de PpARF1 y PpARF/XYL comienza antes del climaterio. Mas aun, ambos

genes se expresan en diferentes tiempos de desarrollo y dérganos vegetales incluso
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cuando los niveles de etileno son casi imperceptibles, sugiriendo que la trascripcién de
estos genes estaria regulada por otros factores distintos del etileno. De hecho, tanto las
rutas metabdlicas dependientes como las independientes del etileno son operativas en
frutos maduros de duraznero. Los resultados presentados aqui no contradicen la posible
respuesta del gen PpARF/XYL al etileno (Hayama et al., 2004) pero si sugieren una
expresion independiente del etileno, tal como previamente fuera descrito para el gen

PpAz152 (Ruperti et al., 2002).

7.9 Las dos variantes de ARNm del gen PsARF/XYL se expresan durante el

crecimiento del fruto y en otros tejidos

Los andlisis de expresion durante el crecimiento de la ciruela japonesa indicaron que los
dos tipos de transcriptos del gen PSARF/XYL se expresan durante todo el crecimiento del
fruto a niveles variables, con una Unica excepcion en los frutos de 49 Ddpf que se
encuentran en el inicio de la fase de crecimiento exponencial y en los cuales solo se
detecté de forma considerable la variante totalmente spliceada ‘Vn’ (Fig. 6.3). Los
cambios en la solubilizacion, despolimerizacién y composicién de los polisacaridos de las
paredes celulares de ‘Gigalia’ durante el desarrollo fueron descriptos recientemente
(Ponce et al., 2010). En frutos preclimatéricos de 73 dias de edad, los autores observaron
una importante pérdida de arabinosa de la fraccién de pared enriquecida en pectinas
unidas covalentemente, siendo la arabinosa el principal azlcar neutro y el de
comportamiento mas dinamico durante el crecimiento junto con la galactosa. En esta
tesis, durante el transcurso de la fase S3, se detectd un aumento notable y progresivo de
la variante que retiene intrén ‘Vri’ mientras los transcriptos totalmente spliceados se
expresaron practicamente de forma similar durante esta fase (Fig. 6.3) . De hecho, la
expresion de ‘Vri’ resulté entre 3 y 4 veces mayor que la expresion de ‘Vn’ en frutos pre-
climatéricos de 65 y 72 Ddpf (Fig. 6.4). Dado que las pérdidas masivas de arabinosa
provienen de las fracciones enriquecidas en pectinas y no de los glicanos de matriz,
Ponce at al. (2010), postulan que enzimas con actividad de ARF y ARF/XYL serian
responsables de la despolimerizacion de las cadenas laterales de los
ramnogalacturonanos, ricas en arabinosa. Si bien no se cuenta con evidencias referidas a

la funcionalidad de las proteinas (aunque detectamos su transcriptos mediante RT-PCR y
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RACE 3’, no tenemos pruebas de su asociacion a polirribosomas ni sus productos fueron
sometidos a deteccién con anticuerpos mediante western Blot), ni a su accién sobre
sustratos in vivo, la correlacién temporal de la expresidn génica sugiere qye la pérdida de
arabinosa de las fracciones enriquecidas en pectinas podria ser llevada a cabo por las
proteinas codificadas por los transcriptos de PSARF/XYL.

Por otro lado, aunque la expresion de ambas variantes de splicing tuvo cierta variacion
durante el crecimiento de los frutos, no se observaron patrones de expresién
excluyentes donde se exprese unicamente una variante y no la otra o viceversa.
Resultados similares se hallaron en otros tejidos donde los cocientes de expresion
‘Vri’/’Vn’ resultaron cercanos a la unidad (Figs. 6.7 y 6.8). Esto podria indicar que, o bien
la variante que retiene intréon es improductiva durante el desarrollo del fruto y en
organos vegetativos y reproductivos - por lo que actuaria “apagando” la expresién de la
proteina PsARF/XYL funcional - o que ambos transcriptos dan origen a proteinas cuyas
funcion es requerida durante todo el desarrollo del fruto e incluso en otros tejidos
diferentes. La regulacion precisa de las isoformas de splicing es probablemente
requerida para la correcta funcién en la que se hallan implicadas, como se ve ilustrado
en ciertas enfermedades humanas cuyo origen es la alteracién del cociente entre dos
proteinas, productos de SA, a partir de un gen unico (Roberts y Smith, 2002). Por otro
lado, se ha postulado que la produccién de transcriptos ‘sin sentido’ tiene valor en la
regulacién postranscripcional negativa de algunos genes dado que estos transcriptos
‘aberrantes’ son enviados a degradacion por poseer codones de terminacidon prematuros
(NMD), modulando los niveles de proteina funcional presente en determinadas
condiciones celulares. Ademds se han presentado evidencias de la existencia de un
acoplamiento entre SA y NMD (Lewis et al., 2003). Los genes spliceados
alternativamente podrian generar algunas isoformas que son candidatas a NMD y otras
gue se traducen normalmente. Al acoplar SA con NMD, una célula puede regular
negativamente la expresién de un gen bajo condiciones especificas. En estos casos no es
importante la forma en que el SA afecta la regidn codificante de un transcripto sino el
hecho de que lo ‘marca’ y direcciona a su degradacion por NMD, constituyendo una
nueva forma de regulaciéon postranscripcional. A este tipo de regulacién se la ha
denominado RUST (‘Unproductive Splicing and Translation’; Lewis et al., 2003). Aunque

NMD ha sido descubierto en mamiferos actualmente se sabe que el mismo es extensivo

116



a todos los eucariotas, entre ellos las plantas (Kertész et al., 2006). No se descarta que
los transcriptos de PsARF/XYL que introducen un coddén de terminacién prematuro
debido a SA, puedan ser sujetos de degradacion por NMD vy actiuen regulando

negativamente la cantidad de proteina funcional PsARF/XYL.

7.10 La variante totalmente spliceada de ARNm del gen PsARF/XYL se

induce durante el climaterio y al aplicar etileno

Ni durante el climaterio de ciruela japonesa ni al aplicar etileno en condiciones
saturantes sobre frutos pre-climatéricos, se lograron detectar los transcriptos ‘Vri’ de
forma considerable mediante la técnica de RT-PCR (Figs. 6.5, 6.9 y 6.10). La sensibilidad
de la técnica permite establecer que existe cierta expresién de la variante que retiene
intron durante el climaterio (cebadores F2-Rintro, Fig. 6.5), sin embargo, al compararla
con la obtenida durante el crecimiento (Fig. 6.3), se observa que la expresion es
despreciable durante la maduracion. De hecho, la misma es absolutamente indetectable
en frutos maduros al utilizar cebadores F2-R3, que amplifican las dos variantes de ADNc
(Fig. 6.5). Los frutos tratados con 1-MCP durante 24 h mostraron una expresién de ‘Vn’
relativamente mayor que los frutos ‘control 24 h’ (Fig. 6.9 B y Fig 6.10). Aunque estos
resultados parecen contradecir el papel presunto del etileno en la induccion de ‘Vn’,
dado que en este caso seria de esperar menor o igual expresion de ‘Vn’ en frutos
tratados con 1-MCP que en frutos ‘control 24’, se hipotetiza que los frutos de ambos
tratamientos producen muy poco etileno; los resultados observados podrian deberse a
variaciones de los cocientes ‘Vri’/’Vn’ en los frutos pre-climatéricos de 72 Ddpf y, en tal
caso, los resultados no serian atribuibles al tratamiento. Alternativamente, el 1-MCP
podria haber afectado la normal sintesis de etileno, ya que algunos genes codificantes de
ACC sintasa pertenecientes al llamado “Sistema 1” de produccion de etileno (activos
durante la fase “vegetativa” del crecimiento del fruto) responden a un mecanismo de
retroalimentacion negativa, y no positiva (Barry et al, 2000). Sin embargo podemos
destacar, que el procesamiento alternativo de los transcriptos PSARF/XYL se ve afectado
a las pocas horas del tratamiento con etileno y que el mismo favorece el spliceado
completo de los transcriptos ya que fue imposible detectar la variante de ADNc que

retiene intrén con la técnica utilizada. Los resultados sugieren que la transicién de los
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frutos de la ultima ‘fase de crecimiento’ a la ‘fase de maduracion’ trae aparejada la
induccién de la variante de ARNm totalmente spliceada (funcional) cuya accién seria
requerida para el metabolismo de los hidratos de carbono de la pared celular. Durante la
maduracion de los frutos de ‘Gigaglia’ ocurre una importante solubilizacion vy
despolimerizacion de pectinas unidas idnicamente y una importante pérdida de
arabinosa (Ponce et al., 2010). El presunto papel de PSARF/XYL -variante ‘vn’- durante la
maduraciéon podria involucrar la liberacidon de arabinosa de sustratos especificos, como
es el caso de las pectinas unidas idbnicamente a la pared celular, siendo la accién de ‘Vri’
preponderante durante el crecimiento y, en particular, durante la etapa S3, cuando
ocurre la mayor pérdida de arabinosa desde pectinas unidas covalentemente (Ponce et.
al, 2010). De hecho, la forma de ARNm con intrén parece estar regulada negativamente
durante esta etapa final del fruto. Es posible que dicha regulacion se produzca por la
presencia del etileno, dado que la expresién ‘Vri’ deja de ser considerable a las pocas
horas de aplicaciéon de esta hormona (Fig. 6.10), mientras hallamos una expresién muy
exacerbada de ‘Vn’ frente a los mismos tratamientos.

Las células pueden cambiar los patrones de SA en respuesta a una sefial, lo que crea
diferentes variantes de una proteina con diferentes propiedades bioldgicas. La seleccion
de los sitios alternativos de splicing parece ser la clave en la regulacién del proceso y se
rige por la dindmica de la formaciéon de complejos de proteinas en los pre-ARNm. Se ha
postulado que diferentes quinasas y fosfatasas actuarian regulando las proteinas de
reconocimiento de los sitios de splicing en el pre-ARNm (Stamm, 2007). En esta tesis se
hall6 una correlaciéon positiva entre los niveles de etileno enddgeno durante el
climaterio de los frutos y la expresion diferencial de una de las variantes de splicing,
aquella totalmente spliceada. Asi mismo, se hall6 que esta variante se induce
fuertemente a las pocas horas de la aplicacién de etileno en condiciones saturantes.
Existe un antecedente que avala la hipétesis de que el etileno puede modificar patrones
de splicing. Se trata del gen PK12 de tabaco, codificante de una proteina-quinasa de la
familia LAMMER, el cual se identifico mediante una busqueda diferencial de transcriptos
inducidos por etileno (Sessa et al., 1996). Los autores encontraron que la aplicacion de
etileno en hojas de tabaco induce fuertemente la acumulacién de transcriptos de PK12
asi como también la actividad de quinasa PK12. Esta quinasa, a su vez, media la

fosforilacién de factores de splicing SR, cuya actividad influye sobre los patrones de
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splicing constitutivos y alternativos de los pre-ARNms blanco (Savaldi-Goldstein et al.,
2000). Las formas estructurales de las proteinas SR, su localizacién y la interaccion entre
ellas y con otros componentes del spliccosoma sugieren fuertemente que estan
involucradas en eventos tempranos del ensamblado del spliceosoma y en la seleccion
del sitio de splicing (Reddy, 2004). En Arabidopsis thaliana se vid que la sobreexpresién
de PK12 de tabaco altera el patrén de splicing de genes enddgenos y causa defectos en
el desarrollo (Savaldi-Goldstein et al., 2003). En base a nuestra informacion y a los
antecedentes resefiados, hipotetizamos que el etileno podria constituir una sefial que
genera cambios en proteinas regulatorias de splicing de Prunus salicina afectando en

este caso los patrones de SA del gen PSARF/XYL.

7.11 PsARF1 es regulado negativamente por etileno en condiciones

saturantes

Los niveles de los transcriptos de PsARF1 de ‘Gigaglia’ disminuyen drasticamente al
aplicar etileno durante 24 h en condiciones de saturacion siendo practicamente
indetectables en los frutos tratados mediante la técnica de RT-PCR. El efecto negativo
del etileno sobre la expresion este gen, no se observa ni en frutos control (frutos con
una produccion de etileno indetectable mediante cromatografia gaseosa), ni en frutos
tratados con 1-MCP durante 24 h (Figs. 6.9 y 6.10). Ademas, los transcriptos PsARF1
mostraron una disminucidn rapida frente a la aplicacién de etileno (notablealas3 hy 6
h de la aplicacion, Fig. 6.10). Al aplicar 1-MCP durante 24 h, la expresidon de PsARF1 fue
similar al control. Esto posiblemente se deba a que la cantidad enddgena de etileno en
los frutos pre-climatéricos, indetectable mediante cromatografia gaseosa pero
probablemente presente a niveles basales, no sea suficiente para la regulacidon negativa
del gen PsARF1. Al comparar lo obtenido en ‘control 24 h’ y ‘etileno 24 h’ para el gen
PsARF1 notamos que la expresién del gen se encuentra negativamente regulada por
etileno. Esto podria explicar la disminucién de los transcriptos de PsARF1 en frutos M3
(con respecto a los frutos M2 o M4) ya que son los mayores productores de etileno.

Itai et al. (2003), clonaron y caracterizaron el gen LeARF1 de tomate el cual presenta un

importante porcentaje de homologia con la secuencia parcialmente clonada en esta tesis
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correspondiente al gen PsARF1 de ciruela. El gen LeARF1 se expresa significativamente
durante el desarrollo de tomate pero disminuye notablemente durante la maduracidn;
sin embargo la acumulacién de sus transcriptos se restaura al aplicar sobre los frutos 1-
MCP, inhibidor de la accion del etileno, por lo que los autores postulan que la expresion
del gen LeARF1 estaria regulada negativamente por esta hormona.

En esta tesis, los frutos expuestos a 3 h y 6 h de etileno mostraron una acumulacién de
transcriptos PSARF1 menor a los frutos control pero facilmente detectable (Fig. 6.10), al
igual que en frutos de grado de ablandamiento M3 — pico en la produccién de etileno
endogeno-, donde la expresion del gen fue relativamente menor que en otros frutos
maduros pero igualmente significativa (Fig. 6.5). A pesar del importante efecto negativo
en la expresion del gen PsARF1 al aplicar 24 h de etileno en postcosecha sobre frutos
pre-climatéricos, los transcriptos PSARF1 se detectan tanto durante el desarrollo normal
de los frutos (Fig. 6.3) como durante la maduracion (Fig. 6.5), cuando los tejidos
producen niveles de etileno mensurables (Figs. 6.1 y 6.2). Segln lo expuesto, es muy
probable que la expresidn del gen PsARF1 se vea regulada negativamente por el etileno
al igual que el gen LeARF1 pero que el umbral necesario para la represion total del gen
sea mas alto que los niveles de produccion de etileno climatérico maximos alcanzados

por los frutos de Prunus salicina (< 10 nLg™* h™).

7.12 El gen PsARF/XYL podria codificar proteinas activas con diferente

afinidad al sustrato o ser regulado negativamente por SA

La hidrdlisis enzimatica de las uniones glicosidicas toma lugar via catalisis acida, la cual
requiere dos restos esenciales: un dador de protones y una base nucledfila (Davies y
Henrissat, 1995). Algunas GH tienen una estructura modular que consiste de un dominio
catalitico y uno o mas dominios no cataliticos, alguno de los cuales estan involucrados en
la unién al sustrato, pero la mayoria de ellos son de funcidon desconocida (Davies y
Henrissat, 1995). Salvo raras excepciones, los dos aminoacidos cataliticos identificados
fueron los restos de aspartato y glutamato.

Itai et al. (1999) describieron la enzima JPRXYL (que presenta una alta identidad de

secuencia con PsARF/XYL) y determinaron que JPRXYL contiene un resto de aminoacido
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(Asp-292 en el contexto SDC) correspondiente al primer sitio activo de la familia B-
glucosidasa, el cual se encuentra conservado en microorganismos (Trichoderma reesei y
Aspergillus niger). En el afio 2003, Lee RC et al., caracterizaron una GH de la familia 3 de
cebada (ARA-I acc: AY029259) con actividad de ARF y de XYL (bifuncional). De nuevo,
hallaron el resto Asp en la posicién 275 como nucledfilo catalitico putativo y Glu-481
como acido/base catalitico putativo en el contexto DQSIERE. En esta tesis se observan
los dos aminoacidos del sitio activo probables en las secuencias ‘Vri’ y ‘Vn’ de la proteina
PsARF/XYL (Fig. 5.19). La porcion proteica COOH-terminal faltante en ‘Vri’ forma parte
de un dominio conservado en GHs de la familia 3 que ha sido involucrado en la unién a
hidrato de carbono (Varghese et al., 1999). Se ha establecido a partir de estructuras
tridimensionales que estas enzimas contienen dos dominios. Un bolsillo esta presente en
la interfase de los dos dominios donde se encuentran los aminoacidos del sitio activo
putativo (Asp285 y Glu491). El bolsillo en la interfase de los dos dominios es
probablemente el sitio activo de enzima. Dado que los aminodcidos del sitio activo
provienen de ambos dominios, la actividad podria estar regulada a través de la
disposicion espacial de estos dos dominios. Ademas hay sitios en el segundo dominio
gue pueden permitir la union a hidratos de carbono. Este sitio de union no catalitico a
hidratos de carbono se postuld que podria tener como funcién el anclaje de la enzima a
la pared celular. Los aminoacidos del sitio activo se conservan en ambas variantes
aunque se observa truncado el dominio COOH cuya funcidn putativa es la unién a
hidratos de carbono.

En esta tesis se ha descripto el aislamiento y la caracterizacion del gen PsARF/XYL de
Prunus salicina, el cual genera dos formas diferentes de transcriptos alternativamente
spliceados. Aungue no se tiene evidencia directa de la produccion de estas proteinas en
frutos, la deduccidn de las secuencias proteicas a partir de los dos transcriptos indica
gue, de traducirse, podria tratarse de dos isoenzimas funcionales. El procesamiento
alternativo del pre-ARNm puede generar isoformas proteicas con diferentes propiedades
biolégicas, ya sea generando cambios en las interacciones proteina-proteina, en la
localizacion subcelular o en la capacidad catalitica (Stamm, 2007). De traducirse, los
transcriptos ‘Vri’ podrian generar proteinas con una capacidad catalitica alterada debido

a un menor acceso al sustrato.
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Por otro lado, se ha visto que el SA puede estar acoplado a mecanismos de degradacion
de transcriptos ‘incorrectos’ como por ejemplo aquellos que poseen codones de
terminacion prematuros (Smith y Valcarcel, 2000). Queda por determinar si los
transcriptos PSARF/XYL dan origen a proteinas funcionales y, de ser asi, en qué radica la
diferenciacién funcional entre ambas. Alternativamente, el gen PsARF/XYL podria estar
sujeto a eventos de splicing improductivos cuyos transcriptos son enviados a
degradacidon como parte de una estrategia de regulacion genética aun no dilucidada en

ninguna glicosidasa de pared celular conocida.
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CAPITULO 8

Consideraciones finales

En las ultimas décadas la biologia molecular se ha aplicado al conocimiento del proceso
de crecimiento y maduracion de los frutos centrandose principalmente en la clonacién y
caracterizacion de genes relacionados a dicho proceso. Los genes codificantes de
enzimas de pared celular y aquellos implicados en la biosintesis/regulacion del etileno
han sido preponderantemente los objetos de estudio. En la mayoria de los casos, se han
buscado correlaciones positivas entre los parametros que caracterizan a los frutos
maduros — deseables para el consumo humano, pero también mas perecederos — y los
niveles de expresion de los genes estudiados. Para ello se recurre a la busqueda de los
transcriptos mds abundantes en frutos con estas caracteristicas que potencialmente
puedan clasificarse como ‘genes de la maduracion’. Aunque se ha avanzado en el estudio
de las glicosidasas de pared celular acentuando su relevancia durante el ablandamiento,
cada vez resulta mas notoria la redundancia funcional de estas enzimas y la necesidad de
una accion concertada entre ellas para explicar un mismo fendmeno. Algunos genes
implicados en la maduracion conforman familias multigénicas que se expresan
diferencialmente durante el desarrollo y la maduracién o frente a tratamientos de
postcosecha de aplicacion comercial. En ciertas ocasiones se han denominado o
presentado como ‘isoformas’ siendo su origen dificilmente comprensible dado que
muchas veces el término hace alusion a la imposibilidad de correlacionar positivamente
actividades enzimaticas y la expresion de algunos genes.

En esta tesis se ha avanzado sobre el conocimiento acumulado hasta la fecha en lo que
respecta a la clonacién de genes de maduracidn y su caracterizacion transcripcional en
Prunoideas y en particular de ciruelo japonés, del que se disponen relativamente escasos
antecedentes. Entre los resultados obtenidos se destaca esta suerte de expresion
‘universal’ de los genes estudiados en todos los tejidos y momentos de desarrollo,
mientras sus homologos en especies relacionadas han sido clasificados por sus autores
como ‘especificos de frutos’ o ‘especificos de la maduracion’. La existencia de eventos de

SA tiene pocos ejemplos en frutos y ninguno conocido en enzimas de pared celular. Este



podria ser el primer ejemplo en frutos donde se ponga de relieve que la complejidad de
un proceso programado y regulado como la maduracidén -implicando numerosas
proteinas que actlan concertadamente- pueda provenir de un nimero reducido de
genes regulados postranscripcionalmente mediante splicing alternativo. Por dultimo,
podemos destacar el papel del etileno en la regulacion de los eventos de splicing
alternativo en glicosidasas de pared celular, donde una vez mias se destaca la

importancia de esta hormona en la maduracién de los frutos climatéricos.
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