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RESUMEN

La fresa (Fragaria x ananassa) es un cultivo de elevada importancia econdmica en el sur de
Espana. Se trata de un fruto no climatérico, por lo que su maduracion en la planta es esencial
para el correcto desarrollo de sus caracteristicas organolépticas. La autofagia es un sistema de
reciclaje de componentes celulares y se ha demostrado que tiene un papel fundamental en la
maduracion de la fresa. Este TFM se ha centrado en estudiar un posible regulador de la
autofagia durante la maduracion del fruto de fresa. En Arabidopsis, el factor de transcripcion
(FT) TGA9 (AtTGA9) actua como regulador de la autofagia sobre genes relacionados con
ella (genes ATG). Entre otras, se ha descrito la interaccion entre AtTGA9-ATGS y es por ello
que este trabajo y sus futuros avances se centran en abordar esta relacion en F. x ananassa.
En este proyecto se ha clonado 4tTGA9 y se ha estudiado a través de un sistema heterdlogo la
localizacion subcelular de TGA9 de F. x ananassa (FaTGA9) y AtTGA9 (empleado como
control). Ambas proteinas se han localizado en el ntcleo celular, lo que indica que FaTGA9
también podria actuar como FT regulando la autofagia. Por otro lado, se han analizado
posibles dianas de esta proteina, y entre ellas, se ha puesto a punto la amplificacion de los
promotores de diferentes genes ATGS, que codifica para unas proteinas esenciales en el

proceso de la autofagia.
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SUMMARY

Strawberry (Fragaria x Ananassa) is a high economic importance crop in the south of Spain.
It is a non-climacteric fruit, so its maturation in the plant is essential for the suitable
development of its organoleptic characteristics. Autophagy is a cellular component recycling
system and it has been shown that it has a fundamental role in strawberry maturation. This
master thesis has focused on studying a possible autophagy regulator during strawberry fruit
ripening. In Arabidopsis, the transcription factor (TF) TGA9 (AtTGAY) acts as regulator of
Autophagy-related genes (A7G genes). Among others, the interaction between
AtTGA9-ATGS has been described and that is why this study focuses on investigating this
relationship in F. x Ananassa. In this research, AtTGA9 has been cloned and the subcellular
location of F. x Ananassa TGA9 (FaTGA9) and AtTGA9 (used as control) has been studied
through a heterologous system. Both proteins have been located in the cell nucleus, this
indicates that FATGA9 could also act as TF regulating autophagy. On the other hand, possible
targets of this protein have been analyzed, and among them, the promoters’s amplification
protocol of different ATGS8 genes, which encodes for essential proteins in the autophagy

process, has been established.

Key words
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1. INTRODUCCION

1.1. La fresa y su fruto

La fresa es un cultivo vegetal herbaceo y perenne, de la familia Rosaceae y perteneciente al
género Fragaria, un género que engloba 5 especies hibridas y mas de 20 especies silvestres
(Hummer & Hancock, 2009). Este trabajo se centra en Fragaria x ananassa, la fresa
cultivada en mayor proporcion, que es una especie hibrida procedente del cruce de 2 especies
americanas de fresa octoploide a su llegada a Europa: Fragaria chiloensis y Fragaria
virginiana, presentando asi una dotacion genética de un total de 56 cromosomas (2n=8x=56)

(Liston et al., 2014; Simpson, 2018).

En la fresa, la parte carnosa no son los ovarios de la planta, que dan lugar a los frutos, como
suelen ser en los cultivos frutales, sino que es el receptaculo floral que sostiene a los ovarios
de la planta, aquenios, que se encuentran incrustados en ¢l (Figura 1) (Liu et al., 2020;
Poling, 2012). El fruto de la fresa, es una denominada infrutescencia, un conjunto de frutos

pegados, los aquenios, unos a otros que dan apariencia de un gran fruto.

Figura 1. Partes principales de la fresa como fruto: (a) aquenios, (b) estambres, (c) receptaculo floral y (d)
sépalos (Poling, 2012).
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1.2. Contexto econémico del cultivo

La fresa, ademds de una fuente rica en vitamina C y flavonoides (Giampieri et al., 2012), es
una de las bayas con mayor importancia econémica, y debido a su creciente demanda, la
produccion se ha ido aumentando afno a afio (FAOSTAT agricultural data, 2020). Hasta el
siglo XVII la especie que se cultivaba principalmente era la silvestre, Fragaria vesca, sin
embargo, esta se fue reemplazando por la nueva variedad, F. x ananassa, a su llegada en el
siglo XVIII (Hummer & Hancock, 2009). Esto se debi6 al mayor tamano del fruto y al mayor
dulzor en el sabor de la nueva especie, que la hacia mas valorada tanto por los productores

como por los consumidores (Simpson, 2018).

Top 10 paises productores de fresa
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Figura 2. Clasificacion de los 10 paises con mayor produccion de fresa (FAOSTAT agricultural data, 2020).

Respecto a la produccion mundial de fresa, Espafa se encuentra entre los mayores
exponentes acaparando en torno al 4% de la oferta, cuyo 90% se produce en Huelva, debido
a las 6ptimas condiciones climaticas presentes en el sur del pais que favorecen el cultivo de
esta especie. Espafia es el sexto mayor productor del mundo y el primero de Europa a
excepcion de Turquia (Figura 2) (FAOSTAT agricultural data, 2020). Debido a la importancia
de este cultivo en nuestro pais y su contribucidon en la economia espafiola a través de los
ingresos generados en la exportacion, el estudio de la fresa se encuentra en auge por las

potenciales repercusiones que pueden tener sus avances.

La fresa, sin embargo, presenta problemas para su comercializacion y exportacion a paises

lejanos de Europa y del mundo, por ello, su produccion estd tan repartida por el globo.
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Ademas, es un fruto no climatérico, es decir, que debe alcanzar su madurez en la planta antes
de ser cosechado, y posee un alto contenido en agua por lo que presenta una estructura
delicada y poco consistente provocando un deterioro poscosecha muy rapido. Tales
caracteristicas en el comercio con lugares lejanos repercuten en la calidad final del fruto,
tanto por el tiempo y coste que requiere el transporte del producto como los posibles golpes
que pueda recibir, llegando en unas condiciones suboptimas para el consumidor (Simpson,

2018).

Por ello, se llevan a cabo estudios que se enfocan en entender qué procesos tienen lugar en la
planta que provocan la tan rdpida maduracion del fruto. Teniendo como fin desarrollar
aplicaciones tecnoldgicas en el cultivo y comercio de la fresa resolviendo las problematicas
existentes, y aportar especialmente a Espafia, como uno de los principales productores, unas

mejores posibilidades de exportacion ligadas a un mayor flujo de ingresos por esta via.

1.3. El proceso de la autofagia
La autofagia es un proceso catabolico presente en eucariotas por el cual, las células, degradan
sus organulos y componentes viejos o dafiados presentes en el citoplasma para reciclar las
macromoléculas que los componen y usarlas para llevar a cabo las funciones que necesiten.

Se activa especialmente en condiciones de estrés o falta de nutrientes (Rabinowitz & White,

2010) y también ayuda a mantener la homeostasis celular (Marshall & Vierstra, 2018).

Figura 3. Fases del proceso de la autofagia (Boya, 2017).
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Este proceso se realiza a través de autofagosomas, estructuras de doble membrana que se
forman en el proceso de la autofagia para capturar el material citoplasmatico. Una vez
capturado, se desplazan hasta las vacuolas/lisosomas para fusionarse con ellas dando lugar a
autolisosomas y liberando el material en su interior (Figura 3). Estos ultimos presentan
proteasas e hidrolasas vacuolares en su interior que producen finalmente la degradacion y por

ende el reciclaje (Wen & Klionsky, 2016).

La autofagia se encuentra en funcionamiento en las plantas a un nivel constitutivo bajo como
un proceso de mantenimiento eliminando el contenido citoplasmatico obsoleto. Sin embargo,
este se ve potenciado durante diversas condiciones ambientales que resultan desafiantes para
la planta ademas de estar involucrado en la senescencia foliar (Tang & Bassham, 2018). En
esos casos, es esencial para una asignacion adecuada de los nutrientes que permita seguir
llevando a cabo las funciones necesarias para el crecimiento, desarrollo y supervivencia de la
planta (Marshall & Vierstra, 2018; Michaeli et al., 2016). Se ha comprobado que lineas que
carecian de proteinas funcionales provenientes de los genes ATG muestran un peor
comportamiento generalizado de la planta, con un crecimiento y fecundidad reducidos,
senescencia acelerada y prematura, ademas de una alta sensibilidad tanto al estrés biotico

como abiodtico (Li & Vierstra, 2012).

1.4. Regulacion de la autofagia en plantas

Respecto a la induccion de la autofagia se sabe que en plantas la formacion de los
autofagosomas esta regulada por 2 complejos principales de quinasas, las cuales son enzimas
que catalizan la transferencia de grupos fosfatos de unas moléculas a otras para activarlas o
inactivarlas. El complejo quinasa ATGI1, el cual es el interruptor principal que activa la
autofagia, estd regulado por quinasas que responden a las sefiales nutricionales y al estrés
(Hurley & Young, 2017; Rodriguez et al., 2019). Por otro lado, est4 el complejo fosfoinositol
3-quinasa (PI3K) que interviene en la remodelacion de las membranas autofagicas (Zhuang et
al., 2018). También se ha confirmado que los estreses en el reticulo endoplasmatico y por

sequia influyen en esta activacion (Bao ef al., 2018; Bao & Bassham, 2020).

Ademas, la regulacion del proceso estd mediada por fitohormonas, las cuales son moléculas

producidas por las propias células en concentraciones bajas para actuar como mensajeras

10
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quimicas, especialmente en procesos fisioldgicos (Srivastava, 2002). A su vez, la
retroalimentacion de la autofagia influye y equilibra la biosintesis de estas y sus vias de
transduccion de sefiales. Diversos resultados demuestran que la autofagia podria regular con
precision multiples vias de sefalizacion de fitohormonas al degradar los componentes de la

sefial (Cao et al., 2021).

Otros mecanismos como la regulacion transcripcional de los genes ATG o los cambios
epigenéticos, como la modificaciéon de histonas y metilacion del ADN, pueden influir en la
expresion de estos genes y en los procesos autofagicos posteriores (Cao et al., 2021). Entre
ellos, los factores de transcripcion desempefian un papel importante en el control de varios
procesos de desarrollo de las plantas y las respuestas a diferentes estimulos externos. El
primer FT vegetal descubierto que regula transcripcionalmente los genes ATG fue el HsfAla
de tomate, que se une directamente a los promotores de ATGI10 y ATGISF y mejora sus
niveles de transcripcion bajo estrés por sequia (Wang. et al., 2015). Posteriormente, en tomate
se ha descubierto que pueden ser elementos clave en la vias de sefalizacion de algunas
fitohormonas que regulan transcripcionalmente la autofagia, especialmente a través de los
genes ATG y genes que intervienen en la formacion de autofagosomas (Wang et al., 2019;

Chi et al., 2020).

1.5 Interaccion TGA9-ATGS8

El gen ATGS8 y su proteina tienen un papel central en el proceso de la autofagia. Una vez
lipidada, esta se localiza unida a la membrana de los autofagosomas e interviene en la
modelacion de estos mediando la unidn, elongacion y fusion de la membrana tanto con la
carga como con el lisosoma (Nakatogawa et al,. 2007; Lee & Lee, 2016). Se ha concluido
que los niveles de proteina y de transcritos de ATG8 aumentan después de la induccién de la
autofagia. Por lo tanto, la regulacion de la expresion de ATGS se puede tomar como un punto
importante de la regulacion del proceso de la autofagia (Kirisako et al., 1999; Huang et al.,

2000).

En Arabidopsis las proteinas ATG8 estan codificadas por 9 genes, desde ATGS8A4 hasta

ATGSI, con distintos patrones de expresion espacial y temporal en diferentes tejidos. Esto

11
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sugiere que las distintas proteinas de ATG8 estan reguladas por diversos factores e

intervienen en diferentes funciones (Slavikova et al., 2005; Thompson et al., 2005) .

En estudios recientes se analizaron las interacciones de una libreria de FT con 4 promotores
de ATGS a través del ensayo de un hibrido de levadura (Y1H). De las interacciones que se
identificaron, un subconjunto se validé en protoplastos de Arabidopsis. Esto se realizo a
través de un ensayo en el que se sobreexpresaba el FT constitutivamente y se analizaba la
expresion transitoria de la luciferasa (LUC) antepuesta por el promotor concreto del gen
ATGS. Se confirm6 que un FT de la familia de las proteinas con dominio de cremallera de
leucina basico (b-ZIP), el TGA9, aumenta la expresion de manera significativa de algunos
genes ATG al unirse a la secuencia objetiva (TGACG) en sus promotores, entre los que
destacan ATGSB y ATGS8E (Maleck et al, 2000). Ademadas, se comprobd que la
sobreexpresion de TGA9 activa la autofagia en condiciones de ausencia de sacarosa y bajo
estrés osmotico, lo que indica que TGA9 es un regulador positivo de esta. Esta relacion
TGA9-autofagia se reafirmo en ensayos de protoplastos con mutaciones en los promotores de
los genes ATG y en presencia de inhibidores de la autofagia de manera independiente, donde

la activacion de este proceso por TGA9 se reprimi6 (Wang et al., 2020).

1.6 Estudio de la autofagia en fresa

En diversos cultivos, se ha estudiado la autofagia en relacion a la senescencia de las hojas, a
la formacién vascular y al desarrollo reproductivo y de semillas (Tang & Bassham, 2018).
Recientemente, también se ha estudiado el papel que desempefia este proceso en la

maduracion del fruto de fresa (Sanchez-Sevilla ef al., 2021).

En este ultimo, la presencia de la autofagia a nivel celular ha sido confirmada en el fruto a
través de la identificacion de diferentes estructuras relacionadas con el proceso en diversas
etapas de la maduracion. Se concluyd que la mayoria de los genes ATG se conservan en el
genoma de la fresa y su expresion es notablemente diferente en diversas etapas de la
maduracion del receptaculo del fruto. También comprobaron que el bloqueo de la autofagia
ya sea bioquimica o genéticamente, afectaba de manera importante al crecimiento y
maduracion de la fresa. Concretamente, el bloqueo genético se realizd silenciando 2 genes

esenciales para el proceso de lipidacion de ATGS, el cual, es un paso necesario para la

12

Universidad Internacional de Andalucia, 2023



formacion de autofagosomas. Ambos bloqueos, tuvieron como consecuencia un menor
tamano del fruto y en un retraso significativo en la maduracion de este (Sanchez-Sevilla et

al., 2021).
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2. OBJETIVOS

En Arabidopsis, se ha identificado un FT que regula la expresion de un gen que posee un
papel importante en la autofagia, concretamente en la formacion e interaccion de los
autofagosomas. En este trabajo se pretende determinar si el gen ortélogo de F. x ananassa
podria actuar también como factor de transcripcion y hacerlo sobre genes relacionados con la

autofagia.

Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo es hacer una caracterizacion inicial del FT TGA9
homologo de fresa y en llevar a cabo la puesta a punto de las amplificaciones de posibles

promotores diana.

Hipotesis:

Al detectar por fluorescencia la proteina GFP unida a FaTGA9 a través del microscopio

confocal, se comprueba que se localiza en el ntcleo celular actuando como un posible FT.

Objetivos especificos:

- Clonar A¢tTGAY y estudiar la presencia y localizacion subcelular de FaTGA9 y AtTGA9 a

través de infiltracion en hoja de Nicotiana benthamiana.

- Poner a punto la amplificacion por PCR de los promotores objetivos p19, p25 y p26 para la

posterior clonacién y estudio de la interaccion FT-promotor.

14

Universidad Internacional de Andalucia, 2023



3. MATERIAL Y METODO

3. 1. Extraccion de ADN genémico

La extraccion del ADN gendémico de F. x ananassa, utilizado para la clonacion de
promotores, se realizo siguiendo el protocolo descrito a continuacion. Se pesaron alrededor
de 120 mg de hojas jovenes y se pulverizaron en un mortero con nitrégeno liquido.
Posteriormente se anadieron 600 uL de tampon de extraccion compuesto por CTAB al 2%
(m/v), PVP-40 al 2% (m/v), NaCl a 1,5 M, Tris pH 8 0,1 M, EDTA 0,025 M y
B-mercaptoetanol al 0,5% (v/v). Las muestras con el tampon de extraccion se incubaron 30
min. a 65°C y después se hicieron 4 extracciones con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
centrifugando las muestras a 11.000 r.p.m. 10 min. y recuperando el sobrenadante en todos

los casos. El ADN genémico se precipitd anadiendo % del volumen de isopropanol y
centrifugando 2 veces durante 15 min. a 14.000 r.p.m., lavando con etanol 70% entre ellas. El
pellet se resuspendioé en 100 puL de agua Mili-Q. El ADN se cuantifico en el nanodrop, y su

calidad se analiz6 en un gel de agarosa.

3. 2. Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc¢

La extraccion del ARN de Arabidopsis, usado para la clonacion del A1TGA9, se realizd
siguiendo el procedimiento descrito a continuacion. Se aislaron raices de Arabidopsis de 3
semanas que habian pasado 1 semana a 4°C y radiculas de plantulas germinadas de 1 semana
que habian estado 3 dias a 4°C, se pulverizaron en un mortero con nitrégeno liquido y en un
eppendorf con un pistilo respectivamente. Se pesaron 150 mg de raices y 30 mg de radiculas
y se afiadi6 en torno a 500 pL de tampon de extraccion compuesto por Tris pH 8 0,2 M, LiCl
0,4 M, EDTA pH 8 25 uM y SDS 1% (m/v). Inmediatamente después, a la muestra con el
tampon de extraccion, se le afadi6 el mismo volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) , y se centrifugd 10 min. (todas las centrifugaciones se realizaron a 4°C y a maxima
velocidad). Se repitio el proceso de lavado una segunda vez. Seguidamente, una décima parte
del volumen de la muestra fue afiadida como acetato sodico 3M, para luego afiadir 2,5 veces
del volumen resultante, de etanol absoluto frio. El ARN se dejo precipitar en hielo y se

centrifugd 20 min. El pellet resultante se resuspendié en 100 pL. de agua destilada y se le
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afiadié el mismo volumen de LiCl, para volverlo a dejar precipitar. Posteriormente, el ARN
se centrifugd 2 veces durante 15 min., lavando con etanol 70% frio entre ellas. Finalmente el

ARN se resuspendi6 en 20 pL de agua Mili-Q y se cuantificéd en el nanodrop.

Para eliminar el ADN residual se utiliz6 la enzima Turbo DNAse (Thermo Fisher Scientific
AM?2238) junto con el 10X Turbo DNAse Buffer. El ARN se incubd 30 min. a 37 °C, y
posteriormente se retird la DNAsa mediante extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico,
seguido de una precipitacion con acetato sodico y etanol. Una vez tratado este ARN, se cogio
1 ng para la sintesis de ADNc, para el cual se uso el iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad
1708890). El programa usado constaba de un paso de 5 min. a 25°C para el alineamiento de
los primers aleatorios, un segundo paso de 20 min. a 46°C para la transcripcion reversa, y

finalmente un tercero de 1 min. a 95°C para la inactivacion de la retrotranscriptasa.

3. 3. Amplificaciones por PCR

Primer Codigo Secuencia

pFxaC_19g00020_Xhol_Fw p19_1.0_Fw TATCTCGAGGGTGGTGATTGTTGATTGTTCG
pFxaC_19g00020_Pstl_Rv p19_ 1.0 Rv GAGCTGCAGCAGTAACAGATTAAACTGACG
pFxaC_ 26227290 Xhol Fw p26_1.0_Fw GACCTCGAGGAGAAGCAAGCTATCACAC
pFxaC_26g27290_Pstl_Rv p26_1.0 Rv TTTCTGCAGCTTTCTTGAATCAAACTGCAC
pFxaC_25g16410_Apal_Fw p25_1.0_Fw TGAGGGCCCGCTAAATGTACATGACCTTAACC
pFxaC_25g16410_Pstl_Rv p25_1.0 Rv GACCTGCAGTATCTTGCCGTGTCGAACAAAC

pFxaC_19200020_BamHI_Fw p19 2.1 Fw TATGGATCCGGTGGTGATTGTTGATTGTTCG
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pFxaC_19g00020 Ncol Rv pl9 2.1 Rv GAGCCATGGCAGTAACAGATTAAACTGACG
pFxaC_25g16410_HindIIl Fw p25_2.1 Fw TGAAAGCTTGCTAAATGTACATGACCTTAACC
pFxaC_25g16410 BamHI Rv p25 2.1 Rv GACGGATCCTATCTTGCCGTGTCGAACAAAC
pFxaC 26g27290 BamHI Fw p26 2.1 Fw GACGGATCCGAGAAGCAAGCTATCACAC
pFxaC_26g27290 Ncol Rv p26_2.1 Rv TTTCCATGGCTTTCTTGAATCAAACTGCAC
pFxaC_19g00020_Fw pl9 2.0 Fw CATCTGCTGGTGGAGCAAGC
pFxaC_19g00020_Rv pl9_ 2.0 Rv GAAGCTAAATTTGGACCCTGACC
pFxaC_25g16410_Fw p25_2.0 Fw CGCACATAACCATGCACCATGG
pFxaC_25g16410_Rv p25 2.0 Rv CTGACAATCCGCCGACTTGTG
pFxaC_26g27290 Fw p26 2.0 Fw GAGCCCTAAGTTTGCTATCTGTC
pFxaC_26g27290 Rv p26_2.0 Rv CCTCGAGGCCTCAGCACGC

Tabla 1. Nombre de los primers utilizados para clonar los promotores de F. x ananassa, acompaiiados del
codigo con el que seran referidos en el texto y su secuencia.

Para facilitar la referenciacion, el promotor de ATGSF (pFxaC 19g00020) serd nombrado
como pl9, y los promotores de 2 homedlogos de ATGEG (pFxaC 25g16410 vy
pFxaC 26g27290) seran nombrados como p25 y p26 respectivamente.

Los primers referenciados con el cddigo 1.0 son los primers utilizados inicialmente para
clonar los promotores de F. x ananassa. Sin embargo, como se verd en los resultados no
generaron amplificacion suficiente. Por tanto se procedi6 a utilizar unos nuevos, los cuales

amplifican una zona mayor del genoma y son referenciados con un 2.0 en el codigo. El
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resultado de la amplificacion con estos primers 2.0, fue reamplificado por los primers finales

los cuales se nombran con el codigo 2.1.

3.3.1. PCRs de baja fidelidad con GoTaq

Tanto para la optimizacion de la temperatura de alineamiento para la amplificacion con
iProof, como para las PCRs de las colonias, se ha usado la enzima GoTaq G2 Flexi DNA

Polymerase (Promega).

Para realizar las PCRs sobre colonia, se pic6 con un palillo estéril una colonia y se
resuspendioé en 15 pL de agua Mili-Q. La mezcla se incub6 5 min a 95°C. Posteriormente se
anadio 10 pL de la mezcla de reaccion de PCR que presentaba los siguientes componentes:
1,25 u de GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase, 1x Colorless GoTaq Flexi Buffer, los primers a
0,5 uM, PCR Nucleotide Mix a 0,2 mM cada ANTP y MgCl, a 1 mM. Para las PCRs se
utilizd un programa de 5 pasos siguiendo las recomendaciones del fabricante. Un primer paso
de 2 min. a 95°C para la desnaturalizacion inicial, un segundo de 30 s. a 95°C para la
desnaturalizacion al inicio de cada ciclo, un tercero de 30 s. a la temperatura adecuada de los
primers para el alineamiento, un cuarto de 2 min. 20 s. a 72°C de extension en el ciclo, y por
ultimo 5 min. de extension final también a 72°C. Realizando 35 ciclos de repeticion

comprendiendo los pasos 2,3 y 4.

Para la optimizacion de la temperatura de alineamiento de los primers usados en la
amplificacion de los promotores de F. x ananassa, la mezcla de reaccion preparada fue la
misma que para las PCRs de las colonias, a excepcion de que se usd 150 ng de ADN. El
programa en este caso es similar al anterior diferenciandose en que se hicieron gradientes de
temperatura en los 30 s. de alineamiento. Se probo el rango 63,5°C - 55°C para los primers

pl9 1.0y el rango 55°C - 45°C para los primers pl19 1.0, p25 1.0y p26 1.0.
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3.3.2. PCRs de alta fidelidad con iProof

Respecto a las PCRs usadas para amplificar tanto los promotores de F. x ananassa como el de
Arabidopsis, y el FT de Arabidopsis usamos la iProof High-Fidelity PCR Master Mix
(BioRad). E1 FT de F. x ananassa ya se encontraba aislado e insertado en un plasmido. EI mix
de la enzima se us6 a la concentracion indicada en las instrucciones del fabricante al igual
que se hizo con la concentracion de los primers, llevado a un volumen final de 25 pL (lo

mencionado se mantuvo asi en todas las PCRs de alta fidelidad).

Para la amplificacion de A¢tTGAY9, aparte de las concentraciones anteriores que se
mantuvieron estandar, se tomd 1 pL el ADNc obtenido a partir del ARN de raices/radiculas
de Arabidopsis. En cuanto al programa, estaba compuesto por 5 pasos. El inicial de 3 min. a
98°C, seguido de otro de 10 s. a 98°C. Un tercero de 1 min. a 65°C y cambiado
posteriormente a 60°C con los nuevos primers. El cuarto de 2 min. a 72°C, y un final de 5

min. a 72°C. Se realizaron 35 ciclos comprendiendo los pasos 2,3 y 4.

La reamplificacion de T7GA9 de Arabidopsis se realizd6 empleando el mismo programa de
PCR y mezcla de reaccion que el descrito en el parrafo anterior pero usando como molde un
microlitro del amplicon de 7GA9 purificado de la PCR anterior y con una temperatura de

alineamiento de 63°C.

Para la amplificacion de los promotores de F x ananassa, las concentraciones del mix de
iProof y de primers se mantuvieron constantes. Sin embargo, la cantidad de ADN genomico,
la concentracion de MgCl, y el programa utilizado se fue variando. Las condiciones Optimas

se especificaran en el apartado de resultados.

En relacion a las reamplificaciones de los promotores de F. x ananassa, la composicion de la
mezcla de reaccion fue la siguiente. Mix de iProof y primers a concentracion estandar,
cantidad del inserto clonado purificado entre 10-20 ng y MgCl, a 1,5 mM. En relacion al
programa de las PCRs estaba formado por 4 pasos: el primero de 3 min. a 98°C, el segundo
de 30 s. a 98°C, el tercero siendo una etapa conjunta de alineamiento y extension de 3 min. 40

s. a 65°C, y un ultimo de 7 min. a 65°C. Se realizaron 35 ciclos que englobaban a los pasos 2

y 3.

La comprobacion de los resultados de todas las PCRs se llevo a cabo realizando electroforesis

en geles de agarosa 0,8% en TAE 1x, obteniendo las imagenes con el equipo ChemiDoc
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XRS+ (BioRad) y el uso de su programa. La purificacion de las bandas en estos geles se
realizd con el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante, con una variacion al final. Se hicieron 3 pasos de
elucion para aumentar el rendimiento de las purificaciones ya que inicialmente salian

concentraciones y rendimientos bastante bajos ademas de tener una banda poco intensa.

3.4. Clonaciones

3.4.1 Clonacion de 7GA9 en el vector final

La recombinacion BP para incorporar el 7GA9 de Arabidopsis al vector pPDONR Zeo se
realiz6 dejandola toda la noche a 25°C. La mezcla de reaccion estaba compuesta por 22 ng de
inserto y 150 ng de pDONR, ademads del tampon TE pH 8 y la BP clonase del Gateway BP
Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen). Afiadiendo la mitad de la BP clonasa en la ultima hora
de la reaccion para dar un impulso final, siendo el volumen total de la mezcla de reaccion de
11 pL. Finalizada la incubaciéon se le afadid 1 pL de proteinasa K a la mezcla de

recombinacion y se incub6 10 min. a 37°C para inactivar la clonasa.

Se uso la cepa de E. coli Top10 competentes de choque térmico para transformar el resultado
de la recombinacion. El procedimiento seguido se describe a continuacion. Se usaron de 2 a 3
uL del plasmido resultante para transformar las bacterias. Se dejaron 20 min. en hielo y se les
di6 un choque térmico poniéndolas a 42°C durante 30 s. Posteriormente, se les afiadié 900 pL
de LB liquido y se incubaron a 37°C durante 1 h. para su proliferacion. Luego se pasaron a
placas de cultivo de LB solido con presencia del antibiotico al cual el plasmido incorporado
conferia resistencia, actuando asi como medio de seleccion. Las colonias crecidas se

confirmaron por PCR sobre colonia y posterior secuenciacion.

La recombinacion LR se utilizé para incorporar el 7TGA9 de F. x ananassa 'y el de Arabidopsis
(ambos recombinados en respectivos pPDONR Zeo) en el vector final, que en este caso era el
vector binario pPB7WGF2. La cantidad del plasmido con inserto usado fue de 150 ng en
ambos casos y 50 ng para el vector final. Ademas, se usé el tampon TE pH 8 y LR clonase
del Gateway BP Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen), llegandose a un volumen final de 12

uL. La recombinacion LR se llevo a cabo durante 1 h. a 25°C en un termociclador. La
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incorporacion de la construccion pPB7WGF2-TGA9 correspondiente se confirm6 mediante

PCR sobre colonia.

3.4.2. Clonacion de los promotores

El intento de clonacion de los promotores pl19, p25 y p26 de manera independiente en el
plasmido pGreen I11-0800-Luc se hizo a través del uso de enzimas de restriccion, digiriendo
tanto los amplicones como el plasmido, y ligando posteriormente. La mezcla de digestion de
pl9 y p26 estaba compuesta por la mezcla de los eluidos del promotor, tampon R 1x , enzima
Pst I y Xho I (Thermo Fisher Scientific) a las mismas unidades/microlitro y agua. La mezcla
de digestion de p25 estaba compuesta por la mezcla de los eluidos, tampén B 1x , enzimas
Pst I y Apa I (Thermo Fisher Scientific), estando la primera al doble de unidades/microlitro
que la segunda para un correcto funcionamiento, y estando Apa I a las unidades que
recomendaba el fabricante y agua. La digestion se realizd en eppendorfs en placa calefactora

durante 2 h. a 37 °C.

Posteriormente, se purificaron los productos de las digestiones para eliminar los residuos
producidos, a través del protocolo descrito a continuacion. Se le afiadié al eppendorf un
décimo del volumen de acetato sodico 3M pH 5,2, seguido de 2,5 veces de etanol del
volumen presente . Se dejo enfriar a -80 °C durante 30 min y se centrifugd 2 veces, 30 y 15
min. a 4°C, a maxima revolucion, lavandose el pellet con EtOH 70% entre ellas. Se dejo secar

15 min. a 37°C, y se resuspendi6 en 10 pL de agua.

El pGreen se extrajo de un stock bacteriano con el pladsmido incorporado usando Favorprep
Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen) y siguiendo el protocolo proporcionado por el
fabricante (al igual que todas las extracciones de plasmidos a partir de cultivos bacterianos).
Se hicieron 2 mezclas de digestion de pGreen debido al uso de diferentes enzimas. Ambas
estaban compuestas por el eluido del plasmido y agua. Encontrando en la primera, tampén R
Ix y enzimas Pst I y Xho I (Thermo Fisher Scientific), ambas en la misma proporcion, a las
unidades/microlitro que recomendaba el fabricante. Encontrando en la segunda, tamp6n B 1x
y enzimas Pst I y Apa I (Thermo Fisher Scientific), estando la primera al doble de
unidades/microlitro que la segunda para un correcto funcionamiento y estando Apa I a las

unidades que recomendaba el fabricante. La digestion se realizd6 en eppendorfs en placa
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calefactora durante 4 h. a 37°C en la primera ocasion y en estufa a 37°C toda la noche para el
resto de veces, afadiendo para los ultimos 10 minutos enzima CIP (CutSmart) para
desfosforilar los extremos 5’ del plasmido y evitar la propia ligacion. Poniéndola finalmente

a 80 °C 2 minutos para inactivar esta enzima.

La mezcla de la ligacion se compuso de todo el eluido del promotor digerido y purificado (10
uL, méxima cantidad disponible), 1 puL de vector pGreen digerido y purificado (la cantidad se
comentard en los resultados), tampon de la enzima T4 DNA ligasa 1x , T4 DNA Ligasa
(Promega) a las unidades recomendadas por el fabricante y agua hasta completar 15 puL. La

ligacion se dejo 1 h. a temperatura ambiente y posteriormente toda la noche a 4 °C.

Posteriormente, el resultado de la ligacion se comprobd inicialmente transformando E. coli
Top10 de choque térmico y por segunda vez en E. coli Top10 electrocompetentes. Incubando
las bacterias transformadas 1 h. a 37 °C y posteriormente sembrando en placas de cultivo de

LB so6lido con kanamicina 50, para seleccionar las bacterias que incorporaron el plasmido.

3.5. Transformacion en Agrobacterium e infiltracion de hojas de Nicotiana

benthamiana

Las construcciones pPB7WGF2-FaTGA9 y pPB7TWGF2-4tTGAY se transformaron en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens (Agrobacterium) GV3101. La transformacion se llevo a cabo de
la siguiente forma: Se le afiadieron a las bacterias electrocompetentes 20 ng de plasmido
purificado. Se le aplicoé un choque eléctrico con el Gene Pulser (BioRad) a 2,5 kV de voltaje,
25 pF de capacitancia y 400 Q de resistencia. Posteriormente, se le afiadié rapidamente 900
uL de LB liquido y se dejo en la incubadora de 28°C durante 2 h. Se cultivd posteriormente

en placas de LB solido mas antibioticos durante 2-3 dias.

Se sembr6 Agrobacterium cogido de un stock y ya transformado con el plasmido P19 (que
inhibe el silenciamiento en N. benthamiana cuando se sobreexpresa un gen) en una placa de
seleccion, para obtener una buena cantidad de biomasa. Se hizo lo mismo con cada
construccion anterior de 7GA9, cogiendo y extendiendo 1 de las colonias crecidas y
dejandose otros 2 dias a 28°C. El dia anterior a la infiltracion se lanzaron cultivos liquidos en
Erlenmeyer, cogiendo biomasa del tltimo cultivo en placas, en presencia de los antibioticos

correspondientes y dejandolos en la incubadora a 28°C toda la noche.
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El dia de la infiltracion se centrifugaron los cultivos a 2200 g durante 20 min. y se
resuspendié en 10 mL de tampon de agroinfiltracion, compuesto por MgCl, 10 mM, MES pH
5,6 10 mM y Acetosiringona 100 uM. Se midi6 la densidad optica de los cultivos a 600 nm
haciendo blanco con el tampon, y se diluy6 el cultivo para que la densidad Optica fuese
menor que 1 para cada construccion. Finalmente, se prepararon 10 mL de solucién con unas
densidades Opticas de 0,7 para la construccion de 7GA9 de Arabidopsis y 0,3 para el
plasmido P19 dando una densidad optica final de 1. De igual manera se hizo para la mezcla

de la construccion de F. x ananassa 'y el plasmido P19.

En nuestro caso, se cogieron plantas de N. benthamiana de 3 semanas desde su trasplante
crecidas en condiciones de dia largo, 21°C y 65% de humedad. Se infiltraron las 2 hojas mas
grandes de cada planta con una jeringa de 1 mL sin aguja, haciendo presion en el envés hasta
que la mayoria de la hoja estuviera infiltrada con la solucion y etiquetando posteriormente. Se
infiltraron 2 plantas con la construccion de Arabidopsis y 3 con la construccion de F. x

ananassa. Una vez hecho esto, se dejaron 3 dias en las mismas condiciones de crecimiento.

3.6. Observacion en el Microscopio confocal

Para su observacion en el microscopio confocal se cogieron 2 trozos de forma circular con un
sacabocados de las hojas infiltradas con mejor aspecto de cada construccidon. Se pusieron en
un portamuestras con el envés hacia arriba, se les echd agua Mili-Q por encima, tapando

posteriormente con un cubre muestras (Menzel-Gliser) de 1,5 de apertura numérica.

El microscopio confocal usado fue un LSM 880 (Zeiss), se midio la fluorescencia de la
proteina GFP excitando con un laser a 488 nm y sabiendo que emite a 508 nm se recogio el
espectro abarcando desde 500 a 530 nm. Para excitar la clorofila se incidi6 con un laser a 561
nm y sabiendo que emite el pico de fluorescencia a 682 nm se recogio el espectro abarcando
desde 610 a 750 nm. Para localizar e identificar los orgénulos requeridos se usaron lentes de
20 y 40 aumentos, y para obtener las imagenes se uso el programa proporcionado por la

empresa fabricante del microscopio.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de TGA9 de F. x ananassa 'y de Arabidopsis en Nicotiana

benthamiana

4.1.1 Estudio de identidad entre AtTGA9 y FaTGA9

Se realiz6 el alineamiento de la proteina TGA9 de Arabidopsis (AtTGA9) con la de Fragaria
vesca (FVTGA9) y con los homeblogos que presentan mayor similitud de F. x ananassa
(FaTGAO9.1, FaTGA9.2, FaTGA9.3 y FaTGA9.4) con el programa CLUSTAL Omega. Como
se puede observar en el Anexo 1, las FaTGA9 tienen una secuencia de aminoacidos bastante
similar a la de AtTGAY, sobre todo en el dominio b-ZIP, esto apoya la hipotesis de que
podrian tener funciones parecidas. Datos previos de expresion de FaTGA9 a lo largo de la
maduracion de la fresa indicaban que el patron de expresion de FaTGA9.1 podria
correlacionarse con la expresion de genes ATGS, por este motivo se selecciond FaTGA9.1.
También se ha afiadido la prediccion de la estructura proteica de AtTGA9 segin Alphafold
(Anexo 1).

4.1.2. Analisis bibliografico de expresion de TGAY, extraccion de ARN y
sintesis de ADN copia

Para usarlo como control en el experimento de localizacion subcelular y dado que FaTGA9
ya estaba clonado en el laboratorio, se decidi6 que parte de este trabajo fuese clonar A17GA9.
AtTGA9 se ha demostrado que actia como FT regulando la expresion de otros genes.
Ademas, es una proteina que no se expresa en la misma cantidad en todas las partes de
Arabidopsis ni de igual manera en todas las condiciones. Como primer paso, se realizoé un
busqueda bibliografica sobre cudles serian las mejores opciones a nuestro alcance para

obtener el ARN para posteriormente convertirlo en ADNc.

Como se ve en la Figura 4, la expresion de AtTGA9 se ve principalmente localizada en la
radicula y en la raiz mientras que en las hojas la expresion se ve bastante mermada. En este
estudio, se tenia disponibles plantulas y plantas jovenes de Arabidopsis estresadas por el frio

en su crecimiento. En la Figura 4 b, se observa que la exposicion a bajas temperaturas no
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acaba afectando negativamente a la expresion de TGA9 en la raiz. Por tanto, se optd por
seleccionar las raices y radiculas de esas plantas a las que se tenia acceso en el laboratorio

para extraerles el ARN.

Figura 4. Localizacion y expresion de TGA9 en Arabidopsis indicado a través de una escala colorimétrica
absoluta. (a) Atlas Klepikova que muestra el grado de expresion del FT en las partes de la semilla y planta con
el paso de los dias. (b) Comparacion de expresion en planta estresada por frio respecto a la planta control.
Imagenes extraidas de www.arabidopsis.org.

El ARN purificado tenia unos valores de absorbancia 260/280 igual a 2,01 y absorbancia
260/230 igual a 2,47 para el extraido de radiculas y valores respectivos de 2,08 y 2,21 para el
ARN extraido de raices jovenes. Finalmente, se utilizdo 1 pg de cada uno para sintetizar el

correspondiente ADNc.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calle 3 para el ARN extraido de raices y calle
5 para el ARN extraido de radiculas.

4.1.3. Amplificacion de TGA9

La amplificacion de 7GA9 de Arabidopsis se hizo en 2 pasos. Los primeros primers
presentaban las regiones attB incompletas y las secuencias especificas del FT, mientras que
la segunda PCR para reamplificar se hizo con primers que presentaban las regiones attB

completas para la posterior recombinacion BP.

Se us6 1 pL de ADNc de cada extraccion para realizar la amplificacion de 7GA9 con las
condiciones de PCR descritas en material y métodos en el apartado 3.3.2. En este caso, solo
se obtuvo la banda de la amplificacion a partir de raices. La reamplificacion posterior de esta

banda sali6 correctamente, obteniendo el 4t7GAY listo para la clonacion.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calle 5 para la amplificacion de TGA9 a partir
del ADNc de radiculas (sin resultado) y calle 7 para la amplificacion de 7GA9 a partir del ADNc de raices.
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4.1.4. Inclusion en el vector final

El amplicon de 7GA9 se introdujo en el vector final a través de la clonacion Gateway. Para
ello, el amplicon primero se introdujo en el pPDONR Zeo a través de recombinacion BP. Una
vez completada, se transformaron E. coli Topl0 competentes de choque térmico para

comprobar el resultado de la clonacion y obtener una mayor cantidad del producto.

Las PCRs de colonias indicaron que la mayoria de nuestros clones habian incorporado
nuestro vector. Una vez comprobado, se procedi6 a la extraccion del plasmido y su posterior

secuenciacion que confirmé que la secuencia de 4¢17GA9 estaba completa y era correcta.

A continuacion, se realizé la recombinacion LR para obtener nuestro insertos de 7GA9 tanto
de Arabidopsis como de F. x ananassa en el plasmido final de manera independiente. Se
intentd clonar por recombinacion en el vector pGWB6, sin embargo, no se obtuvieron
transformantes. Esto pudo ser porque el plasmido, perteneciente a la primera generacion de
vectores gateway, necesitaba ser digerido para ser linearizado y poder hacer la LR.
Finalmente, se us6 pB7WGF2 como plasmido final para albergar el 7GA9. Una vez obtenido
los clones transformados, se realiz6 PCR sobre colonias que permitié confirmar la presencia
del inserto. Posteriormente, se lanzo cultivo liquido de los clones positivos con el objetivo de
hacer miniprep y obtener plasmidos aislados con los que transformar Agrobacterium. El
procedimiento realizado en la recombinacion BP y LR se describe en el apartado 1.4 de

material y método.
4.1.5. Transformacion en Agrobacterium e infiltracion de hojas de
Nicotiana benthamiana
Para la posterior introduccion de los FT en N. benthamiana, se transform6 Agrobacterium
electrocompetente GV3101 con los plasmidos de manera independiente. El procedimiento y

los detalles de la transformacion e infiltracion se encuentran descritos en el apartado 3.5 de

material y método.
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Figura 7. Plantas de N. benthamiana que contienen hojas infiltradas con Agrobacterium. (a) 3 plantas infiltradas
con la construccion de F. x ananassa. (b) 2 plantas infiltradas con la construccion de Arabidopsis

Con las cepas de Agrobacterium transformadas , se infiltraron plantas de N. benthamiana por
el envés de la hoja, usando las 2 hojas mas grandes de cada planta. Obteniendo 2 plantas
infiltradas con la construccion de Arabidopsis y 3 con la construccion de F. x ananassa.
Algunas de las hojas infiltradas se encontraban en un estado de salud mermado (Figura 7),
especialmente las infiltradas con el 7GA9 de F. x ananassa. Esto pudo ser debido a la falta de
practica ya que se infiltr6 por varios puntos de la hoja para que quedase completamente

infiltrada.

4.1.6. Observacion en el microscopio confocal.
Para el estudio de los FT en el microscopio confocal, se cortaron trozos circulares de las
hojas de las zonas en mejor estado. La localizacion del FT TGA9 es posible debido a la
fusion de este a la proteina GFP en su extremo N-terminal, la cual emite fluorescencia

después de ser excitada por un laser a 488 nm. También se recogieron en las imagenes la

fluorescencia de la clorofila en color rojo.
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Figura 8. Imagenes obtenidas a través del microscopio confocal. Imagenes a y b de hojas infiltradas con
AtTGA9. Imagenes c y d de hojas infiltradas con FaTGA9. (a) Componente GFP de la imagen de varios nucleos.
(b) Imagen de varios nucleos obtenida sumando la luz transmitida (escala de grises), la fluorescencia de GFP
(verde) vy de la clorofila (roja). (¢) Componente GFP de la imagen de varios ntcleos. (d) Imagen de varios

nucleos obtenida sumando la luz transmitida (escala de grises), la fluorescencia de GFP (verde) y de la clorofila

(roja).

Como se observa en la Figura 8, el FaTGA9 se localiza en el ntcleo al igual que AtTGA9
como es logico al ser este ultimo un FT, por lo que se puede tomar como una confirmacion de
nuestra hipotesis de que FaTGA9 puede ser un FT. Sin embargo, se denotan diferencias entre
el de F x ananassa y el de Arabidopsis, distribuyendose el primero de manera mas
homogénea por el niicleo mientras que el segundo se encontraba mas agrupado en estructuras

parecidas a esferas o anillos (Figura 9).
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Figura 9. Distribucion y localizacion de ambas proteinas en el nticleo. La imagen de la izquierda representa al

factor AtTGA9 mientras que la de la derecha representa a FaTGA9.

4.2. Puesta a punto de PCRs y clonacion de promotores

4.2.1 Analisis de promotores de posibles dianas de FaTGA9

Esta investigacion se ha centrado en la relacion entre un homeologo del FT TGA9, y los
promotores de 2 homeologos de ATGS8G y 1 homedlogo de ATGSF de F. x ananassa (Figura
10), ya que son aquellos que en estudios anteriores presentan un patrén de expresion opuesto
a lo largo del desarrollo, siendo la expresion de FaATG8G mas elevada en fruto verde
disminuyendo hacia fruto rojo y la de FaATGSF mas baja en fruto verde aumentando hacia

fruto rojo (Sanchez-Sevilla et al. 2021).

Como se puede ver en la Figura 10, los promotores de los 3 genes presentan mas de una copia
de la secuencia de unién de TGA9 descrita en Arabidopsis (TGACG), lo cual indica que
podrian ser verdaderas dianas de FaTGA9 en fresa. Para poder determinar experimentalmente
si FaATG8G y FaATGS8F eran dianas de FaTGA9 se procedi6 a intentar clonar sus secuencias

promotoras.
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Figura 10. Diagrama esquematico de la region de los promotores de ATGSF (pFxaC_19g00020 nombrado
como pl9) y ATGEG (pFxaC 25g16410 y pFxaC 26227290 nombrado como p25 y p26 respectivamente)
(~2000 pb desde el codon de inicio). La secuencia diana del TGA9 (TGACG) esta representada a través de
triangulos azules, y su direccion indica el sentido de la cadena en la que se encuentra.

4.2.2. Extraccion de genémico y comprobacion de su calidad

Se realizo la extraccion de gendmico a partir de 2 muestras de hoja macerada de F. x
ananassa siguiendo el protocolo descrito en Material y métodos 3.1. Posteriormente se
realizaron PCRs de alta fidelidad con iProof para los primers de pl19, p26 y otra con los
primers del gen APETALA3 de F. x ananassa, usado en el laboratorio receptor como control
positivo de la PCR. Se us6 el gendmico I en una cantidad de 150 ng para todas las PCRs. El
programa usado estaba constituido por un paso inicial de 3 min. a 98°C, un segundo de 10 s. a
98°C, un tercero de 15 s. a 65°C para p19 y p26, y a 56°C para los de APETALA3. Un cuarto
de 1 min. a 72°C, y uno final de 5 min. a 72°C, realizando 35 ciclos comprendiendo los pasos
2,3 y 4. Se comprob6 corriendo en un gel de agarosa la calidad de los gendmicos, y los

resultados obtenidos de la PCRs.

No sali6 ninguna banda para las PCRs, lo cual fue indicativo de que algo no estaba
funcionando como se esperaba, ya que la PCR de amplificaciéon de APETALA3 tampoco
obtuvo resultado (Figura 11). Se comprob6 si la cantidad de genémico usada no habia sido la
Optima, probando en otra PCR con cantidades superiores (300 ng) e inferiores (50 ng) con los
primers de APETALA3 y p19, ajustando a un volumen final de 20 pL. En este caso tampoco

se obtuvo ninguna banda (datos no mostrados).

31

Universidad Internacional de Andalucia, 2023



Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calles 2 y 3 para los gendmicos I y II
respectivamente, calle 4,6 y 8 para los productos de la PCR de APETALA3, p19 y p26 respectivamente.

Se procedid, entonces, a repetir la extraccion del gendomico de F. x ananassa, anadiendo 2
pasos mas de extraccion con cloroformo, por si las impurezas fuesen la causa de que no se
obtuviera el resultado esperado. En este caso, los valores obtenidos de los parametros
A260/280 y A260/230 fueron 1,96 y 1,66 respectivamente, unos valores aceptables que eran

indicativos de una buena calidad del ADN gendmico extraido.

Con 150 ng de este nuevo gendmico se realizd6 una PCR de baja fidelidad con la enzima
Gotaq, para los primers de APETALA3 y pl9. Usando las mismas condiciones que las
descritas para estudiar la temperatura de alineamiento Optima, probando en este caso 56°C
para APETALA3 y 65°C para pl9. Aqui si se vieron bandas para la PCR de APETALA3,
indicativo del buen funcionamiento de la PCR y de las buenas condiciones del ADN

gendmico, pero no para la de p19.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calle 3 y 5 para el producto de la PCR de
APETALA3 y p19 respectivamente.
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4.2.3. PCR de baja fidelidad para optimizar la Temperatura de

alineamiento

Después de esto, se realizaron PCRs usando gradientes de temperatura para el pl9 entre
63,5°C y 55°C, las cuales se encontraban alrededor de la temperatura de alineamiento tedrica
Optima, pero no se obtuvo resultado. También, se probé con un rango de temperaturas mas
bajas, entre 55°C y 45°C, para los primers de pl19, p25 y p26. No se obtuvo resultado para
ninguno a excepcion del rango de temperaturas mas bajas, entre 50°C y 45 °C, para los

primers de p25.

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa. (a) Calles 1 y 10 para el patron, calles 2-9 para el gradiente desde
55°C hasta 45°C del p26, y calles 11-18 para el gradiente desde 55°C hasta 45°C del p25. (b) Ampliacion de la
Figura 13 a, donde se pueden observar diferentes bandas de poca intensidad de p25 en la calles de 48,9°C, 47°C,
45,6°C y 45°C.

Sin embargo al ser unas temperaturas tan bajas y usar una enzima de baja fidelidad, no se
tiene la fiabilidad de que la banda que aparece a la longitud buscada sea el amplicon deseado.
Después de esto, se realizdé una PCR de alta fidelidad con iProof con el mismo programa que
las primeras PCRs usadas para comprobar la calidad del ADN genémico, a excepcion de usar
47°C como temperatura para el alineamiento de los primers de p25 y un volumen final de 50
uL. Esta vez si salio banda pero a una altura indeseable, de 750 pares de bases, en vez de

2000 pares de bases, la cual es la longitud del promotor deseado (datos no mostrados).

4.2.4. Optimizacion del protocolo de PCR

Se procedid por tanto a buscar bibliografia que pudiese ser de ayuda para amplificar
correctamente los promotores y se encontrd un articulo donde habian tenido el mismo
problema para clonar promotores ricos en adeninas y timinas. Se estudido entonces la
composicion de nuestros promotores diana y se confirmd que también eran ricosen Ay T (en

torno al 60-65%). En este estudio se solucionaba el problema de la amplificacion afiadiendo
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mayor concentracion de MgCl,, ampliando la desnaturalizacion inicial del ciclo y uniendo en
uno solo el paso del alineamiento con el de la extension del ciclo. Constando asi, cada ciclo
unicamente de 2 pasos, y realizando la extension final del programa a la temperatura del

segundo paso del ciclo (Dhatterwal et al,. 2017).

A A AT A A A AT A A A G A A AT AATTBOTT T 1T T T BT TTTT T AAAT GG AT AAATAAGATAAGATTTTCTATATAAGTTEEAAAAAAAA
Figura 14. Ejemplo de secuencia de pl19 de alrededor de 90 nucledtidos con alto porcentaje de Adenina y
Timina.

Se probaron entonces, mezclas de reaccion para los primers de p25 afiadiendo 150 ng de
ADN genémico y 2 concentraciones diferentes de MgCl,, 1 mM y 3 mM. Ademas de
combinarlas con 2 programas diferentes. El primero con una desnaturalizacion inicial de 3
min. a 98°C, y un ciclo formado por 2 pasos, una desnaturalizacion de 30 s. a 98°C y un
segundo paso de 3 min. a 65°C, con un final de programa de 5 min. a 65°C. El segundo, era

similar pero bajando la temperatura de 65°C a 60°C en ambos pasos.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calles 3 y 4 para los productos de las PCRs
realizadas con el programa de 65°C, y calles 5 y 6 para los productos de las realizadas a 60°C. La concentracion
de MgCl, fue 3 mM para las calles 3 y 5, mientras que para las calles 4y 6 fue 1 mM.

Como se observa en la Figura 15, las PCRs con las que se obtuvieron bandas y productos
deseables fueron ambas en las que se usaron la mayor concentracion de MgCl,, siendo la
banda mas intensa para el programa con temperaturas de 65°C. Se puede deducir que el factor
clave es la concentracion de MgCl,, ya que con una concentracion baja no se produce la
amplificacion apropiada de estos promotores ricos en adenina y timina, mientras que la

temperatura también influye pero en menor medida, variando la intensidad de la banda.

Se replicaron las condiciones mas Optimas, mayor concentracion de MgCl, y 65°C, para

clonar p19 y p26. Después, para reamplificar p25, se probé como ADN 1 uL de la elucion de
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la banda purificada extraida del gel de agarosa, con una concentracion 3 mM de MgCl,. Se
usé un programa de PCR estandar similar al descrito para la amplificacion de 7GA9 de

Arabidopsis.

La reamplificacion de p25 no salié correctamente, ya que se esperaba una mayor cantidad e
intensidad que para la amplificacion previa. Se procedid por tanto a amplificar p25 con el
programa que anteriormente habia sido efectivo, ademas se hizo por duplicado para obtener
la mayor cantidad posible después de purificar y reamplificar. Por otro lado, la amplificacion
de p26 fue bastante exitosa y aunque la de pl9 no tanto, se procedid a realizar la

reamplificacion de ambas (Figura 16).

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calles 3 y 7 para la amplificacion de p19 y
p26 respectivamente. Calle 5 para el producto de la reamplificacion de p25.

Las purificaciones correspondientes a las bandas obtenidas por electroforesis fueron poco
eficientes y con una concentracion del eluido bastante baja (todo los eluidos que se
mencionan tienen un volumen de 30 pL). Para las bandas de p25 de la Figura 15, se
obtuvieron eluidos de 2,3 y 1,8 ng/uL. Mientras que en la Figura 16, el eluido de la banda de
p26 tuvo una concentracion de 2,5 ng/uL y el de p19 de 1,4 ng/uL.
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4.2.5. PCR de alta fidelidad con las condiciones optimas

Como se ve en la Figura 17, la PCR doble de p25 di6 como resultado una banda de gran
intensidad. Sin embargo, en la reamplificacion de p26 se obtuvo una banda muy tenue y para

p19 no se observo banda a la altura correspondiente.

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa. Calle 1 para el patron, calle 3 para la doble PCR de p25, calle Sy 7
para la reamplificacion de p26 y p19 respectivamente.

Las reamplificaciones no estaban teniendo el efecto deseado, ya que no se conseguia tener
una cantidad adecuada para proceder a realizar las digestiones y ligaciones posteriores. Se
encontrd bibliografia sobre reamplificar cogiendo con una punta de pipeta un poco de ADN
del gel de agarosa ya corrido, pudiendo ser una buena opcion para tener mejores resultados.
Se probd esta metodologia picando del gel de p26 y usdndolo como genémico para una PCR

pero no se obtuvo ninguna banda (datos no mostrados).

Para las amplificaciones se opto por realizar dos PCRs independientes de p26 para obtener la
mayor cantidad posible, mientras que para pl9 se optd por aumentar la cantidad de ADN
gendmico usado ya que las PCRs anteriores no habian dado resultado. Por tanto, se probo a
usar 300 ng de ADN genomico en vez de los 150 ng que se usaban para las demas. Esto si
funcion6d adecuadamente. Tras esto, se hicieron las purificaciones correspondientes. Tanto
para el eluido de las dos PCRs de p25, como para la PCR con mayor cantidad de ADN de
pl9, se obtuvieron mayores concentraciones siendo los resultados 6,3 y 4,1 ng/uL
respectivamente. Sin embargo, la purificacién de las dos PCRs de p26 dio una concentracion

baja, 1,5 ng/pL (datos no mostrados).
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4.2.6. Digestion de insertos y plasmido

Una vez obtenido una pequefia cantidad de eluidos de las amplificaciones de promotores,
aunque con concentraciones bastante bajas, se puso en marcha la fase de clonacidon para
transferir el inserto al vector de interés. La clonacion de estos en el vector se realizo a través
de corte por enzimas de restriccion y posterior ligacion. Las digestiones se hicieron
unificando los eluidos de los promotores pl19, p25 y p26 obtenidos anteriormente, en un
mezcla de digestion con las enzimas necesarias (Pst [ y Xho I para p19y p26,y Pstly Apal
para p25). Los residuos producidos de la digestion se eliminaron purificando los productos

empleando acetato sddico y lavando con etanol.

El vector objetivo, pGreen, se extrajo de un stock de bacterias ya transformadas y se procedio
a linearizar y desfosforilar para evitar una ligacion propia. Se digirieron 2 mezclas con
diferentes enzimas para las diferentes complementariedades de las amplificaciones de
promotores. Se comprobd que el plasmido estaba digerido comparando el producto de la
digestion con el inicial por electroforesis (dato no mostrado). En este caso se utiliz6 todo el
producto para correr la electroforesis. La banda del plasmido digerido se purificd y se
extrajeron eluidos 8,8 y 6,9 ng/uL respectivamente. Al tener concentraciones tan bajas, se
concentraron evaporando el disolvente en un Concentrator Plus (Eppendorf) hasta 5 pL

obteniendo concentraciones de aproximadamente 30-40 ng/pL.

4.2.7. Intentos de ligacion y clonacion

La mezcla de ligacion constaba de 10 pL del eluido de la purificacién del inserto del
promotor y 1 pL (~35 ng) del pGreen correspondiente aparte de las demds sustancias
necesarias. La cantidad de inserto no se sabia ya que no se cuantifico una vez se resuspendio
el pellet en agua ya que se perderia una parte, y se necesitaba la mayor cantidad posible para
que la ligacion fuese efectiva. Sin embargo se podia intuir que era bastante menor que del
vector, ya que la cantidad de cada uno de los eluidos que se empez6 a digerir era bastante
pequena y se habria perdido parte a través del proceso. La ligacion se dejo 1 h. a temperatura

ambiente y seguido de una incubacién a 4°C toda la noche.
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El resultado de la ligacion se transformd en E. coli y se sembrd en placas de LB solido.
Desafortunadamente no crecieron clones bacterianos, excepto para la ligacion de la
construccion pGreen-p26. Para esta, se realizaron PCR de colonias para comprobar que el
promotor se habia insertado en el plasmido, y que a su vez se habian incorporado a la

bacteria.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa con 2 filas de pocillos. Primera calle de cada fila para el patron
molecular, las demas calles son PCRs de colonias de la placa pGreen-p26 (resto), en las que no se observa banda
a la altura (2000 pb) del inserto deseado (promotor). Se deduce que el plasmido se ha incorporado vacio.

Al correr el gel, se pudo observar que las bacterias no contenian el inserto, habian
incorporado plasmido sin digerir. Esto también pudo deberse a la escasa cantidad de inserto y
por tanto a una pobre relacion molar inserto/vector, cuando la Optima se encuentra entre

3-10/1.

Se procedié al segundo intento. Se amplificaron nuevamente los promotores obteniendo
eluidos con concentraciones de 11,3, 7,2 y 6,6 ng/uL para p19, p25 y p26 respectivamente, en
volumenes de 30 pL. El pGreen esta vez, se obtuvo lanzando un cultivo liquido con su

posterior extraccion del plasmido dando eluidos de 470 ng/uL.

Las digestiones de los insertos en este caso, al no tener que unificar eluidos se llevaron a un
menor volumen final, 25 pL. Por otro lado, para las digestiones del vector, se us6 unos 10 pg
de este y volimenes finales de 30 y 35 pL. En este caso, la digestion se dejo toda la noche a
37°C en la estufa para tratar de linearizar todo el plasmido. Ademas, para la desfosforilacion

se afnadio la enzima CIP con su tampdn especifico proveniente del mismo kit (CutSmart),
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para asegurar que se desfosforilaba el extremo 5’ de la cadena y que este no fuese el
problema que ocasionase nuevamente el fallo en la ligacion. En este caso para comprobar la
correcta linearizacion del plasmido, solo se corrid en el gel una pequeiia parte del producto, el
resto se utilizo directamente, ya que al haber dejado la digestion toda la noche, se esperaba

que hubiera muy poca cantidad de plasmido sin digerir.

La mezcla de ligacion y la ligacion se realizé de la misma manera que el intento anterior, con
10 pL del inserto purificado y 1 pL de pladsmido pGreenR y pGreenB que esta vez estaban a
concentraciones de 320 y 530 ng/uL respectivamente. En esta ocasion se transformaron
bacterias electrocompetentes con el producto de ligacion. A los dias, se comprobd que habia
colonias en 1 placa de cada fenomeno de ligacién. Sin embargo, al hacer PCR de ellas se
encontrd que se habia incorporado nuevamente el plasmido sin el inserto, es decir, que parte
del plasmido se habia quedado sin digerir, siendo el que transform6 a las bacterias

otorgdndoles la resistencia para que crecieran.

Después de 2 intentos fallidos, se plante6 posibles opciones donde podrian estar los
problemas. Por un lado, las enzimas usadas no eran muy usuales por lo que podian dar
problemas en algunos contextos que se desconocian, por ello, se cambiaron de los primers 1.0
a los primers 2.0 y 2.1. El otro problema es la poca cantidad de inserto que se obtenia de las
amplificaciones y su posterior purificacion. Para ello, se utilizaron 2 primers diferentes, los
2.0 para amplificar el promotor sin presencia de los sitios de restriccion enzimaticos y los 2.1
para reamplificar afiadiendo el resto necesario para la ligacion. Asi, esta reamplificacion
tendria que tener mayor eficiencia y obtener menos producto no deseado al usar oligos que se
unen dentro de un inserto ya amplificado, técnica llamada PCR nested. Por otro lado, para
eluir el producto de las purificaciones de las bandas de los geles, se afladieron 2 pasos mas de
elucion con el tampdn correspondiente con incubaciones a 70 °C, con un total de 3 pasos para
obtener 90 pL de eluidos a diferentes concentraciones, para perder el menor rendimiento

posible en el proceso de la purificacion.

Para el tercer intento, se realizo PCR para amplificar los promotores con los primers 2.0, y
reamplificar estos posteriormente con los primers 2.1. Sin embargo, no funcionaban como se
esperaba ya que se obtenian otras bandas de longitudes inferiores tanto en la amplificacion
como en la reamplificacion (datos no mostrados). Tras probar con diferentes temperaturas de
alineamiento, se obtuvieron eluidos pero con concentraciones pobres, parecidas al primer

intento. Por su parte, los plasmidos se digirieron con las nuevas enzimas, dejandolos toda la
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noche, después se corrieron en gel para purificar la banda, ya que los resultados anteriores
mostraban que ain se quedaba plasmido sin digerir. Por otro lado, los insertos después de ser
digeridos con las nuevas enzimas y se corrieron en un gel de electroforesis para purificar la
banda (que era casi inexistente en algunos casos), obteniéndose eluidos que daban
concentraciones cercanas al 0, dando lugar al fin del tercer intento y por correspondencia a

los experimentos de clonacion de promotores.
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CONCLUSIONES

Las similitudes en la secuencia de aminodcidos entre FaTGA9 y AtTGAO9,
concretamente en la region de union al ADN, indican que FaTGA9 también podria

actuar como FT regulando la autofagia en fresa.

FaTGA9 se localiza en el nucleo al igual que su ortélogo AtTGA9 cuando se expresa
en células de hoja de N. benthamiana, aunque su distribucion intranuclear en este

presenta diferencias.

La presencia de secuencias TGACG en los promotores de FaATGSf'y FaATGS8g

indica que podrian ser dianas de FaTGAO9 si actuase como FT.

La concentracion de MgCl, es un factor clave en la amplificaciéon de promotores de

fresa ricos en A y T como ya se habia demostrado en Arabidopsis.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Dados los problemas encontrados en el proceso de clonacion, lo siguiente seria probar otras
estrategias para obtener finalmente los promotores en el vector seguido del gen de la

luciferasa.

Una opcidn podria ser realizar la clonacion de los promotores a través de la metodologia
Gateway como se hizo con 7GA9, aunque para ello habria sido necesario el disefio de nuevos
oligos. Un protocolo alternativo empleando los mismos oligos ya disefados, seria el uso de
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega), conveniente para productos de amplificacion por
PCR de ciertas polimerasas termoestables que suelen afadir una desoxiadenosina al extremo
3’. Este vector se encuentra prelinearizado con extremos de timina en el sitio de insercion
para proporcionar un saliente compatible. Ademds de encontrarse el sitio de clonacion
multiple en la region codificante de B-galactosidasa, que permite la identificacion directa en
las placas en presencia de X-gal, mediante la deteccion azul de los clones recombinantes a

través de la inactivacion por insercion.

Una vez encontrado un método eficiente para clonar los promotores, el siguiente paso dentro
del proyecto seria obtener una construccion de cada promotor de F. x ananassa seguido por el
gen de la luciferasa (LUC), y un promotor constitutivo como puede ser el 35S seguido del
FaTGAY9. Para estudiar a través de la deteccion de luz producida, la interaccion entre la
proteina y los promotores diana, y comprobar si realmente en fresa actia como FT sobre
FaATGS, al igual que lo hace su andlogo en Arabidopsis. Para ello también se utilizaria como
control positivo la interaccion entre AtTGA9 y AtATGSB. Todo ello transformando en

Agrobacterium e infiltrando hojas de Nicotiana benthamiana.

Se ha empezado a estudiar la interaccion con los promotores de ATG8 porque en Arabidopsis
demostraron que la interaccion TGA9-ATGS era directa. Sin embargo, en un futuro se podria
probar también con otros genes ATG que se hayan descrito que en Arabidopsis se induce su

expresion cuando se sobreexpresa AtTGAY.

Para demostrar si FaTGA9 induce o no la autofagia, podriamos comprobar si la
sobreexpresion del FT en fresa activa esta en condiciones de inanicidon o bajo estrés osmotico.
También se podria comprobar en ensayos con mutaciones en los promotores del gen FaATGS8
para ver si la activacion de este proceso por la actuacion de FaTGA9 se reprime. Estas

aproximaciones experimentales requeririan de la generacion de plantas de fresa transgénicas.
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8. ANEXOS
8.1. Anexo 1: Alineamiento de TGA9 y prediccion de estructura.

Resultados del alineamiento (Blast) de TGA9 de Arabidopsis con sus homeologos de
Fragaria vesca (FVITGA9) 'y F x ananassa (FaTGA9.1, FaTGA9.2, FaTGA9.3 y
FaTGA9.4). Zona en naranja asociada a la region desordenada, zona en rosa asociada al

dominio b-ZIP y zona en azul asociada a la region de unidén al ADN diana (siguiente pagina).

Prediccion de la estructura de TGA9 de Arabidopsis a través del programa de Alphafold.
Dominio b-ZIP enmarcado en rosa, regién desordenada en color naranja y region de union al

ADN enmarcada en azul.
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