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Resumen

Los jasmonatos (JAS) son fitohormonas que regulan respuestas frente a estrés y procesos
del desarrollo. Su rol esta bien elucidado en la planta modelo Arabidopsis, donde se ha
determinado su participacién en la acumulacién de flavonoides como las antocianinas, a través
de la regulacion de las vias de biosintesis y sefializacién. Concretamente, las proteinas
JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) son represores centrales de la via de transduccion de los
JAs mediante interacciones proteina-proteina, las cuales también regulan factores de
transcripcion (FTs) del complejo MYB-bHLH-WD40 (MBW) relacionados con la biosintesis
de proantocidininas (PASs) y antocianinas. Sin embargo, el papel de los JAs en especies de frutos
no climatericos como la frutilla es poco conocido. Los objetivos de esta tesis fueron elucidar
los niveles de JAs durante el desarrollo y maduracion de frutos de Fragaria x ananassa Duch.,
asi como la conservacion de los componentes de la via de sefializacion de los JAs y la actividad
represora de las proteinas JAZ sobre componentes centrales de la via de transduccion de sefiales
de los JAs y del complejo MBW mediante interacciones proteina-proteina. Para ello, se
evaluaron los cambios en el contenido de JAs durante el desarrollo de los frutos de F. x
ananassa, se identificaron los genes y proteinas de la via de sefializacion de los JAs en Fragaria
vesca L., y se estudiaron las interacciones proteina-proteina de las proteinas JAZ con los
componentes centrales de la via de sefializacion y del complejo MBW en F. x ananassa. La
concentracion de JAs mostré un alto nivel en floracion y etapas tempranas del desarrollo del
fruto, y disminuyé hacia la maduracion, lo que estuvo acompafiado de una reduccion en la
expresion de genes del metabolismo de los JAs. En F. vesca se identificaron los genes
codificantes para JAZ y los factores de transcripcion MYC2, cuya expresion exhibié un patrén
de disminucidn similar a los niveles de JAs. A nivel de proteina, JAZ y MYC2 exhibieron un
alto grado de conservacién en dominios estructurales respecto a sus ortdlogos en otras especies.
Las interacciones proteina-proteina mostraron conservacion de las dianas moleculares de las
proteinas JAZ, dentro de los componentes de la via de sefializacion de JAs, sugiriendo la
conservacion funcional de la via de sefializacion de los JAs en frutilla. Ademas, se identifico
una nueva secuencia degron no canonica de FaJAZ1, la cual mostré funcionalidad para la
percepcion de los JAs, mediada por coronatina. Finalmente, los represores JAZ también
interaccionaron con los FTs del complejo MBW, bHLH3-2, bHLH33-2 y MYB10-2,

relacionados con la biosintesis de PAs y antocianinas en frutilla. Globalmente, los resultados
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sugieren que los JAs tendrian un rol funcional en estadios de desarrollo tempranos del fruto, que
existe conservacion funcional de su via de sefializacion, y que los represores JAZ tendrian un
rol como reguladores de los FTs relacionados con la biosintesis de PAs y antocianinas en F. x

ananassa.
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Abstract

Jasmonates (JAs) are phytohormones regulating stress responses and developmental
processes. The role of JAs is well known in Arabidopsis, in which they control flavonoid
compounds accumulation like anthocyanins, through regulation of their biosynthesis and
signaling pathways. Specifically, JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ) proteins are central
repressors of the JA-signaling pathway by protein-protein interactions, and these proteins also
regulate transcription factors (FTs) of MYB-bHLH-WD40 (MBW) complex related to
proanthocyanidin (PAs) and anthocyanin biosynthesis. However, JAs role in non-climacteric
fruits like strawberry is unknown. The aims of this thesis were to elucidate JAs levels during
development and ripening of strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) fruits, and the
conservation of JA signaling pathway components, as well as repressor activity of JAZ proteins
on key members of JA-signaling pathway and MBW complex by protein-protein interactions.
For this purpose, JAs content changes were evaluated during F. x ananassa fruit development;
genes and proteins of JA-signaling pathway were characterized in Fragaria vesca L., and
protein-protein interactions between JAZ and components of JA-signaling pathway and MBW
complex were studied in F. x ananassa. JA contents showed higher levels at flowering and early
stages of fruit development, and next, levels decreased to ripening, accompanied of
downregulation of JA metabolism-related gene expression. In F. vesca, JAZ and MYC2
encoding genes were characterized and their expression exhibited a decreasing profile similar
to JA levels in F. x ananassa. JAZ and MYC2 showed high conservation level in structural
domains at protein level, respect to their analysed orthologs. Protein-protein interactions showed
conservation of JAZ molecular targets, which belonging to JA signaling pathway, indicating a
functional conservation for this pathway in strawberry. Besides, a new non-canonical degron
sequence for FaJAZ1 was identified, which showed functionality for JA perception, mediated
by coronatine. Finally, JAZ repressors also interacted with TFs of MBW complex, bHLH3-2,
bHLH33-2, MYB10-2, related to PAs and anthocyanin biosynthesis in strawberry. Globally,
these results suggest that JAs would have a functional role at early development stages of
strawberry fruits, a functional conservation of JA-signaling and a regulator role of JAZ
repressors on TFs related to PAs and anthocyanin biosynthesis in F. x ananassa.



Capitulo 1:
Introduccion general

1.1.  Lafrutilla: generalidades e importancia comercial.

La frutilla (o fresa) pertenece al género Fragaria (tribu Potentilleae, subfamilia
Rosoideae, familia Rosaceae), que agrupa a mas de 20 especies (Folta & Davis, 2006; Xiang
etal., 2017), siendo Fragaria vesca L. (frutilla silvestre), Fragaria chiloensis L. (frutilla
chilena), Fragaria virginiana Duch. y Fragaria x ananassa Duch. (frutilla cultivada),
algunas de las especies més representativas del género (Folta & Davis, 2006; Smith & Skog,
2003).

F. x ananassa es un hibrido entre F. chiloensis y F. virginiana, con multiples variedades
cultivadas (Folta & Davis, 2006; Smith & Skog, 2003), y una gran importancia econémica
que radica en una alta capacidad antioxidante, asi como en sus beneficios sobre la salud
humana (Hannum, 2004). La frutilla comercial es cultivada a nivel mundial, excepto en la
Antartida, regiones articas y tropicales, siendo el hemisferio norte el que agrupa la mayor
produccién (Smith & Skog, 2003), donde Estados Unidos de Ameérica es el mayor productor
(1.390.000 toneladas), seguido de Egipto (435.344 toneladas) y Espafa (397.369 toneladas)
durante el afio 2015 (Food and Agriculture Organization of the United Nations., 2015). En
Chile, fueron producidas 27.093 toneladas (Food and Agriculture Organization of the United
Nations., 2015), donde la exportacion de frutilla congelada representa el mayor porcentaje
del mercado exterior (Oficina de Estudios y Politicas Agrarias, 2014).

La frutilla es considerada una especie modelo para el estudio del desarrollo y maduracién
de frutos no climatéricos (Cherian, Figueroa, & Nair, 2014). F. vesca es una especie diploide
(2x), cuyo genoma ha sido secuenciado (Shulaev et al., 2011), y representa un subgenoma
de la frutilla cultivada octoploide (x8) F. x ananassa (Liu, Poulsen, Davis, & Jenkins, 2016).
Actualmente, estudios reportados en ambas especies han generado gran cantidad de
informacién basica sobre la fisiologia, metabolismo, genoma, transcriptoma y proteoma
(Bianco et al., 2009; Hollender et al., 2014; Kang et al., 2013; Shulaev et al., 2011; Toljamo,
Blande, Kérenlampi, & Kokko, 2016; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2011), necesaria para
el conocimiento de los diferentes procesos implicados en el desarrollo y maduracion de los

frutos.



1.2.  Desarrollo y maduracion de frutos de frutilla.

El proceso de desarrollo y maduracién de la frutilla, se completa aproximadamente 30
dias post-antesis (Perkins-Veazie, 1996), generando un “falso fruto” constituido por el
receptaculo y los aquenios (Smith & Skog, 2003), que contienen las semillas y se encuentran
sobre la superficie del receptaculo conectados mediante haces vasculares al centro de este
(Perkins-Veazie, 1996).

El proceso de formacion del fruto (cuajado) se inicia a partir de la flor y tras la
fertilizacion del évulo, pudiendo dividirse en desarrollo temprano (aborto o inicio del
desarrollo), divisiones celulares y expansion celular, siendo estos procesos regulados por
diferentes hormonas (Cherian et al., 2014; Kumar, Khurana, & Sharma, 2014; Nitsch, 1950;
Smith & Skog, 2003). La morfologia y caracteristicas del desarrollo de los frutos estan
determinadas por la variedad y las condiciones ambientales, principalmente temperatura y
fotoperiodo (Smith & Skog, 2003). El fruto pasa por diferentes estadios de desarrollo (verde,
blanco, transicion) hasta la maduracion completa (estadio rojo), que implica cambios en las
caracteristicas fisico-quimicas y que finaliza con la senescencia del fruto (Manning, 1993;
Perkins-Veazie, 1996). Los cambios que ocurren durante este proceso son: aumento de
tamafio, acumulacion de sélidos solubles, disminucién de &cidos organicos, pérdida de
firmeza, sintesis de compuestos volatiles, degradacion de pigmentos 'y
disminucion/acumulacién de compuestos fendlicos (Manning, 1993; Ornelas-Paz et al.,
2013; Perkins-Veazie, 1996).

1.3.  Cambios fisico-quimicos de los frutos durante el desarrollo y la maduracion.

Durante los procesos de desarrollo y maduracion, los frutos de frutilla sufren cambios
fisico-quimicos que determinan sus caracteristicas organolépticas y de calidad, siendo la
pérdida de firmeza (ablandamiento), la acumulacion de azucares, la disminucion de los
acidos organicos y la acumulacion de compuestos fendlicos, algunos de los méas destacados
(Manning, 1993; Ornelas-Paz et al., 2013; Perkins-Veazie, 1996).

1.3.1. Firmeza.

La firmeza de los frutos disminuye hasta un 90% a medida que transcurren el desarrollo
y la maduracion, siendo mas evidente durante la fase final de maduracién y determinando la
calidad del fruto frente al consumidor (Manning, 1993; Ornelas-Paz et al., 2013). Esta

pérdida de firmeza o ablandamiento de los frutos viene determinada por la degradacion y



solubilizacion de componentes de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas) y la
ldmina medida (Manning, 1993; Perkins-Veazie, 1996).

1.3.2. Azucaresy acidos organicos.

El contenido de solidos solubles (CSS) y la acidez titulable (AT) son dos parametros de
calidad de fruto, medidos por el contenido de azUcares y acidos organicos, respectivamente,
y la relacion CSS/AT es una medida de la calidad y aceptabilidad de frutos por parte del
consumidor (Manning, 1993; Perkins-Veazie, 1996). Los azucares son los principales
componentes del fruto maduro que aportan energia y dan sabor dulce, asi la glucosa, fructosa
y sacarosa representan mas del 90% de los azucares totales (Manning, 1993; Ornelas-Paz
et al., 2013). Los &cidos organicos estan directamente relacionados con el sabor, regulacion
del pH del fruto, asi como con la regulacion de la sintesis de pigmentos (Manning, 1993),
disminuyendo su contenido a medida que transcurre el desarrollo y maduracién (Perkins-
Veazie, 1996). El &cido citrico es el &cido organico mayoritario en frutos maduros,
alcanzando mas del 80% de los acidos organicos totales (Ornelas-Paz et al., 2013; Perkins-
Veazie, 1996), asi mismo los acidos malico y ascorbico (vitamina C) son otros acidos
representativos e importantes en los frutos de frutilla (Ornelas-Paz et al., 2013; Perkins-
Veazie, 1996). A pesar de que el contenido en azlcares y acidos organicos aumenta y
disminuye, respectivamente, durante el desarrollo y la maduracion del fruto, existen

variaciones dependientes del cultivar (Ornelas-Paz et al., 2013).

1.3.3. Compuestos volatiles.

La presencia de compuestos volatiles determina el aroma y sabor de los frutos de frutilla
(Manning, 1993). Alcoholes, ésteres, carbonilos y compuestos sulfurados, entre otros,
constituyen una mezcla compleja que da lugar al aroma caracteristico de los frutos de

diferentes cultivares (Manning, 1993; Perkins-Veazie, 1996).
1.3.4. Pigmentos y compuestos fenolicos.

Los pigmentos presentes en los frutos tienen diferentes funciones como la atraccion de
predadores para la dispersion de las semillas, indicadores de maduracion o funciones
defensivas (Manning, 1993). Los frutos de estadios verdes tienen una sintesis activa de
clorofila, que se detiene una vez que se alcanza el estadio blanco, y posteriormente se van
acumulando antocianinas hasta la senescencia del fruto (Manning, 1993; Perkins-Veazie,
1996).



Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se dividen en cuatros clases
principales: acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos), flavonoides
(flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles), estilbenos y
lignanos (Gharras, 2009). Los flavonoides tienen diversas funciones en la planta, como el
crecimiento y la defensa (Gharras, 2009), predominando en las hojas, flores y frutos
(Gharras, 2009). Asi mismo, a los flavonoides se les atribuyen diversos beneficios para la
salud humana, tales como su capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana, entre otros
(Gharras, 2009).

Las flavanoles pueden encontrarse en forma de mondémeros llamados catequinas, 0 en
forma de polimeros denominados proantocianidinas (PAs), y se encuentran en muchos tipos
de frutos, entre ellos la frutilla (Aaby, Mazur, Nes, & Skrede, 2012; Buendia et al., 2010;
Gharras, 2009). El contenido en PAs es elevado en las etapas iniciales del desarrollo de los
frutos, y va disminuyendo progresivamente a medida que ocurre la maduracion (Carbone
et al., 2009; Schaart et al., 2013). Los niveles de catequinas y PAs han sido evaluados en
diferentes cultivares de F. x ananassa, mostrando concentraciones variables en funcion del
cultivar (Aaby et al., 2012; Buendia et al., 2010), y siendo la procianidina mayoritaria en
concentracion respecto a la catequina (Aaby et al., 2012). Por otro lado, las antocianinas son
el tipo de flavonoide mayoritario en los frutos maduros, aportando la coloracion roja y el
poder antioxidante (Aaby et al., 2012; Buendia et al., 2010; Carbone et al., 2009; Hannum,
2004; Schaart etal., 2013). El tipo de antocianina mayoritaria en el fruto maduro es la
pelargonidina-3-glucosido, seguido de la cianidina-3-glucésido, y al igual que en el caso de
las PAs, el contenido de antocianinas varia dependiendo del cultivar (Aaby et al., 2012).

1.4.  Biosintesis de flavonoides: biosintesis de proantocianidinas (PAs) y antocianinas

en frutilla.

La via fenilpropanoide es la encargada de generar los precursores para la biosintesis de
los flavonoides, y se inicia a partir del aminoacido fenilalanina, que es el producto final de
la via del acido shikimico (Jaakola, 2013a; Vogt, 2010). El primer paso de la via
fenilpropanoide esta catalizado por el enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), que genera
por desaminacién el acido trans-cindmico, y a partir de este punto se suceden diversas
reacciones enzimaticas de hidroxilaciones, que generan los sustratos para la biosintesis de
acidos hidroxicinamicos, lignanos, estilbenos, cumarinas y flavonoides (Jaakola, 2013a;

Singh, Rastogi, & Dwivedi, 2010). La ruta de biosintesis de los flavonoides se inicia por



combinacion de malonil-CoA y cumarin-CoA en una reaccion catalizada por la chalcona
sintasa (CHS), generando como productos las chalconas, que a su vez generan las flavononas
por medio de la chalcona isomerasa (CHI). A partir de estas, se generan las isoflavonas
(Jaakola, 2013a). Las flavononas tambien dan lugar a los dihidroflavonoles, mediante una
reaccion catalizada por la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), y siendo estos precursores de los
flavonoles (Dixon, Liu, & Jun, 2013; Jaakola, 2013a; 2013b; Singh, Rastogi, & Dwivedi,
2010). Finalmente, la enzima dihidroflavonol reductasa (DFR) cataliza la biosintesis de
leucoantocianidinas (Dixon et al., 2013; L. Jaakola, 2013a, 2013b; Singh et al., 2010). La
biosintesis de PAs comienza con la reduccion de las leucoantocianidinas mediante la
leucoantocinidina reductasa (LAR), produciendo los flavan-3-oles tipo catequina (Fig. 1.1A,
Jaakola, 2013a; Vogt, 2010), o bien, las leucoantocinidinas dan lugar a las antocianidinas,
en una reaccion catalizada por la antocianidina sintasa (ANS), y que son precursoras de la
epicatequina, por medio de la enzima antocianidina reductasa (ANR) (Fig. 1.1A, Jaakola,
2013a, 2013b; Schaart et al., 2013). Tanto las catequinas como las epicatequinas pueden
polimerizarse y generar PAs (Fig. 1.1A, Jaakola, 2013a, 2013b; Schaart et al., 2013). Las
antocianinas se biosintetizan a partir de las antocianidinas, en una reaccion catalizada por la
uridina difosfato-glucose:flavonoide 3-o-glucosiltransferasa (UFGT), generando glucésidos
de cianidinas, delfinidinas y pelargonidinas (Fig. 1.1A, Jaakola, 2013a, 2013b; Schaart et al.,
2013). En la frutilla, han sido caracterizados cada uno de los enzimas que regulan la
biosintesis de flavonoides, especialmente aquellos especificos de la regulacion de la
biosintesis de PAs y antocianinas: LAR, ANS, ANR y UFGT (Almeidaet al., 2007; Carbone
et al., 2009; Schaart et al., 2013).

1.4.1. Regulacion transcripcional de la biosintesis de proantocianidinas y antocianinas

en frutilla.

Los factores de transcripcion (FTs) son reguladores de la expresion de genes que
codifican enzimas de la biosintesis de flavonoides (Jaakola, 2013b). La via es regulada por
la interaccion de factores de transcripcion R2R3-MYB, bHLH y WDA40, constituyendo el
complejo conocido como MBW (Jaakola, 2013b). Los FTs WD40 tienen un rol estructural
en la formacion del complejo MBW, permitiendo la union de los FTs bHLH y MYB,
mientras que estos Ultimos regulan la activacion de genes especificos por union a regiones

promotoras (Jaakola, 2013b).
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Fig. 1.1. Biosintesis de proantocianidinas (PAs) y antocianinas. Ruta biosintética de PAs
y antocianinas (A), y complejo MYB-bHLH-WD40 (MBW) regulador de la biosintesis de
proantocianidinas (PAs) y antocianinas (B). FaEGL3 se corresponde con FabHLH33

(Schaart et al. 2013). ANR, antocianidina reducatasa; ANS, antocianidina sintasa; bHLH,
basic helix-loop-helix; EGL3, ENHANCER OF GLABRA 3; LAR, leucoantocianidin
reductasa; PAs, proantocianidinas; TTG1, TRANSPARENT TESTA GLABRA 1; UFGT,
uridina difosfato-glucosa:flavonoide 3-o-glucosiltransferasa. Adaptado de Jaakola et al.
2013Db; Modificado de Schaart et al., (2013).



El principal FT WDA40 relacionado con la biosintesis de PAs y antocianinas es TTG1,
identificado inicialmente en Arabidopsis thaliana L. (Walker et al., 1999), y posteriormente,
en F. x ananassa (Schaart et al., 2013). Los FTs MYB agrupan varias familias (Dubos et al.,
2010), siendo la familia R2R3-MYB la relacionada con la regulacién de la biosintesis de
flavonoides. Estos contienen repeticiones de dominios de unidn al ADN, y son en su mayoria
reguladores positivos de la biosintesis de flavonoides, aunque han sido descritos algunos
represores (Allan, Hellens, & Laing, 2008; Jaakola, 2013b). En A. thaliana, el FT R2R3-
MYB denominado TRANSPARENT TESTA 2 (TT2) es el encargado de la biosintesis de
PAs (Baudry et al., 2004; Dubos et al., 2010; Nesi, Jond, Debeaujon, Caboche, & Lepiniec,
2001), mientras que PAP1 regula la biosintesis de antocianinas (Shan, Zhang, Peng, Wang,
& Xie, 2009). Los genes ortologos de AtTT2 han sido identificados en especies de la familia
Rosaceae como Malus x domestica Borkh., donde MYB9/11 regulan tanto la biosintesis de
PAs como de antocianinas (An et al., 2015), y en F. x ananassa, donde MYB9/11 regulan de
forma especifica la biosintesis de PAs (Fig. 1.1B., Schaart et al., 2013). EIl gen ort6logo de
AtPAP1 (AtMYB75) también ha sido caracterizado en otras especies, denominado MYB10,
el cual regula la biosintesis de antocianinas en varios miembros de la familia Rosaceae, tales
como M. x domestica, Pyrus communis L. (Lin-Wang et al., 2010), F. vesca (Lin-Wang
etal., 2014) y F. x ananassa (Fig. 1.1B, Medina-Puche et al., 2014; Schaart et al., 2013).
Los FTs tipo MYB también pueden actuar como reguladores negativos de la biosintesis de
PAs y antocianinas, siendo MYB1 y MYB5 los mejor caracterizados en F. chiloensis y/o F.
x ananassa (Fig. 1.1B, Almeida et al., 2007; Salvatierra, Pimentel, Moya-Leo6n, & Herrera,
2013; Schaart et al., 2013), sin embargo, existen resultados contradictorios acerca del rol
represor de MYB1 sobre MYB10 (Fig. 1.1B, Lin-Wang et al., 2010; Medina-Puche et al.,
2014). Finalmente, los FTs bHLH (‘basic helix-loop-helix’) contienen dominios de union al
ADN vy se encuentran conservados en todas las especies de plantas (Pires & Dolan, 2010).
Los FT bHLH relacionados con la biosintesis de PAs y antocianinas en A. thaliana son TT8
y EGL3/GL3 (Nathalie Nesi et al., 2000; Petroni & Tonelli, 2011). Los bHLH implicados
en la biosintesis de flavonoides han sido identificados y caracterizados en F. vesca y F. x
ananassa (Schaart etal., 2013; Zhao etal., 2018), y estos tienen genes diana comunes
relacionados con la biosintesis de PAs y antocianinas (Jaakola, 2013b). Especificamente, en
F. x ananassa, los genes ortdlogos de AtTT8 y AtEGL3/GL3 son bHLH3 y EGL3,
reguladores de la expresion de los enzimas ANR/LAR y ANS/UFGT necesarios para la
biosintesis de PAs y antocianinas, respectivamente (Fig. 1.1B., Schaart et al., 2013). EI FT

bHLH33 muestra una relacion evolutiva cercana con el gen AtEGL3, siendo considerado el



miembro del complejo MBW que regula la biosintesis de antocianinas (Lin-Wang et al.,
2014).

En F. x ananassa, ha sido estudiada la funcionalidad de cada uno de los genes del
complejo MBW (Fig. 1.1B, Lin-Wang et al., 2014; Medina-Puche et al., 2014; Schaart et al.,
2013). La sobreexpresion heter6loga del gen AtTTG1 en F. x ananassa disminuye la
acumulacion de antocianinas, mientras que induce un aumento en el contenido de PAs
(Schaart et al., 2013). Sin embargo, TTG1 constituye tanto, el complejo regulador de PAs
como el de antocianinas, y el rol predominante es la estabilizacion del complejo MBW,
mediante la interaccion con los FTs R2R3-MYB y bHLH (Fig. 1.1B, Schaart et al., 2013).
La sobreexpresion de los genes ortélogos de MYB9, MYB11 y bHLH3 de Arabidopsis en F.
x ananassa, al igual que AtTTG1, induce la acumulacion de PAs y la reduccion del contenido
de antocianinas (Schaart et al., 2013). El silenciamiento de FvMYB10 y FaMYB10 provoca
una reduccion en el contenido de antocianinas en los frutos (Lin-Wang et al., 2010; Medina-
Puche et al., 2014), mientras que la sobreexpresion de FaMYB10 induce la acumulacion de
estas (Lin-Wang et al., 2010). Por otro lado, aunque bHLH33 ha sido propuesto como el
ortdlogo de AtEGL3, y como un FT que regula la expresion de genes de biosintesis de
antocianinas, el silenciamiento de bHLH33 en F. vesca no disminuye la acumulacion de
antocianinas en frutos, aunque en sistemas heterélogos de tabaco se ha demostrado un rol

crucial de este gen en la biosintesis de antocianinas (Lin-Wang et al., 2014).

1.5. Regulacion hormonal del desarrollo y la maduracion de frutos: una vision
fisioldgica.

Los cambios que ocurren durante el desarrollo y la maduracién de frutos estan
controlados, en su mayor parte, por fitohormonas (Cherian et al., 2014; Kumar et al., 2014;
McAtee, Karim, Schaffer, & David, 2013). Desde un punto de vista fisiologico, los frutos
carnosos pueden ser clasificados como climatéricos (tomate, manzana, pera, etc.) y no
climatéricos (frutilla, uva, limon, etc.), en funcion de si la respiracién y los niveles de etileno
aumentan o se mantienen en niveles constantes, respectivamente, durante la maduracion
(Cherian et al., 2014; Kumar et al., 2014; McAtee et al., 2013; Symons et al., 2012). Las
hormonas que intervienen en el cuajado de los frutos y el crecimiento inicial de los mismos
son comunes, en general, entre los diferentes tipos de frutos (Kumar et al., 2014; McAtee
etal., 2013). Sin embargo, las diferencias vienen dadas por las hormonas que regulan el

proceso de maduracion, siendo el etileno el que regula la maduracion de los frutos



climatéricos como el tomate (Cherian et al., 2014), mientras que la maduracién de los frutos
no climétericos, como la frutilla, esta controlada por el &cido abscisico (Chai, Jia, Li, Dong,
& Shen, 2011; Jiaet al., 2011; 2013, 2016). Por otro lado, existen diferencias en la ontogenia
del fruto, el tomate es producto del engrosamiento del ovario, mientras que la frutilla se
origina a partir del crecimiento del receptaculo (Kumar et al., 2014). Finalmente, el tomate
y la frutilla son especies modelo usadas para el estudio del desarrollo y la maduracion de

frutos climatéricos y no climatéricos, respectivamente (Cherian et al., 2014).
1.5.1. Auxinas, citoquininas, giberelinas y brasinosteroides en frutilla:

Las auxinas (AUXSs) y giberelinas(GAs) son sintetizadas en los aquenios de la frutilla, y
tienen un rol predominante en las etapas iniciales del crecimiento de los frutos (Kang et al.,
2013). Las AUXs y GAs promueven la division y expansion celular del receptéculo,
respectivamente (Csukasi et al., 2011; Nitsch, 1950). La eliminacion de las AUXs de la
superficie del receptaculo detiene el crecimiento de los frutos (Nitsch, 1950). En F. X
ananassa, los niveles maximos de AUXs durante el desarrollo, se alcanzan en los estadios
verdes (10-12 dias post-antesis) y disminuyen hacia la maduracion (Fig. 1.2., Symons et al.,
2012). La aplicacion de AUXs sobre frutos no climatéricos (frutilla y uva) inhibe la
expresion de genes relacionados con el proceso de maduracion, por lo tanto, parecen ser
necesarias para evitar la maduracion prematura de los frutos (Aharoni et al., 2002; Davies,
Boss, & Robinson, 1997; Given, Venis, & Gierson, 1988; Trainotti, Pavanello, & Casadoro,
2005). Las GAs (GA: y GAgz) alcanzan sus mayores niveles en frutos de estadios verdes
(aproximadamente 13-15 dias post-anthesis), y posteriormente disminuyen en frutos
maduros (Fig. 1.2., Csukasi et al., 2011; Symons et al., 2012), sin embargo, la GA4 tiene
niveles elevados en estadio blanco, sugiriendo un rol predominante en la transicion de
estadio blanco a estadio maduro (Csukasi et al., 2011). Ademas, la aplicacién de GAs retrasa
la maduracion de los frutos (Martinez, Chaves, & Afion, 1996). Kang et al. (2013) reportaron
que la biosintesis de GAs y AUXs ocurren en el embrién de los aquenios, y las cuales son
transportadas al receptaculo donde inducen el crecimiento del receptaculo.

Las citoquininas (CKs) se relacionan con el desarrollo temprano de los frutos no
climatéricos (Kang et al., 2013; Kumar et al., 2014), sin embargo, en frutilla no esta claro el
rol de estas hormonas, asociandose principalmente a la induccidn floral (Eshghi & Tafazoli,
2007). Finalmente, los brasinosteriodes (BRs) tiene niveles elevados en la floracion y bajos

en los estadios de fruto maduro, sugiriendo un rol predominante en el desarrollo inicial y
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cuajado de los frutos (Fig. 1.2., Symons et al., 2012), sin embargo también se les atribuye
una funcion importante en el proceso de maduracion de los mismos (Bombarely et al., 2010).

1.5.2. Acido abscisico y etileno.

El &cido abscisico (ABA) es la principal hormona que regula la maduracion de frutos no
climatéricos como la frutilla (Chai et al., 2011; Jia et al., 2011; 2013; 2016; Symons et al.,
2012), donde también participa la sacarosa (Jia et al., 2013; 2016). En los frutos de frutilla,
el ABA se acumula principalmente en los aquenios (Symons et al., 2012), y los niveles de
ABA durante el desarrollo y la maduracion (Chai et al., 2011; Jiaet al., 2011; Symons et al.,
2012), son opuestos a los de AUXs, GAs y BRs (Fig. 1.2., Symons etal., 2012), y
coincidentes con el aumento en la acumulacion de antocianinas (Chai et al., 2011; Jia et al.,
2011). Por lo tanto, el ABA es considerada la fitohormona que promueve la maduracion de
frutilla, induciendo la acumulacion de antocianinas en los frutos (Chai et al., 2011; Jiaet al.,
2011; 2013). La aplicacion exdgena de ABA a frutos de F. x ananassa cv. Everest
desencadena por una parte un ablandamiento de los frutos, y por otra parte, un aumento de
coloracion por acumulacion de antocianinas (Jiang & Joyce, 2003; Symons et al., 2012), lo
que es consecuencia directa de la activacion de la via fenilpropanoide, ya que se ha
observado un incremento en la actividad enzimatica del enzima PAL (Jiang & Joyce, 2003).
El enzima 9-cis epoxicarotenoid dioxygenasa (NCED) es clave en la ruta de biosintesis del
ABA, vy el silenciamiento transiente de FaNCEDL1 y el tratamiento con fluridona (un
inhibidor de la biosintesis de ABA), confirma el rol del ABA, ya que inhibe el desarrollo y
la coloracion de los frutos (Jia et al., 2011).

El etileno (ET) es la fitohormona que promueve la maduracion de frutos climatéricos
como el tomate (Cherian et al., 2014; Kumar et al., 2014), sin embargo, su rol en los frutos
de frutilla no ha sido completamente elucidado, y es controvertido. La respiracion en frutos
de frutilla permanece constante durante el desarrollo y la maduracion Given, Venis, &
Gierson, 1988), pero los niveles de ET en estadios verdes y maduros se incrementan (Fig.
1.2., lannetta et al., 2005; Sun et al., 2013), y existe expresion génica activa de los enzimas
encargados de la biosintesis de ET, tanto en receptaculos como en aquenios (Trainotti et al.,
2005). Los tratamientos de frutos de frutilla con ET, promueven la actividad de PAL y la
acumulacién de antocianinas, mientras que el uso de 1-metilciclopropano (1-MCP, inhibidor
de la percepcion de ET) promueve una reduccion en los niveles de la actividad enzimatica
de PAL vy la disminucion en el contenido de antocianinas (Villarreal, Bustamante, Civello,
& Martinez, 2010).
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F. X ananassa cv. Red Gauntlet
Symons et al. (2012)

ABA
F. x ananassa cv. Elsanta/Camarosa
ET Iannetta et al. {2005)/Sun et al. {(2013)
F. x ananassa cv. Kent
| MeJA I Gansser et al, (1997)

Fig. 1.2. Cambios en el contenido de fitohormonas durante el desarrollo y maduracion
de Fragaria x ananassa. Estadios de desarrollo: FL, flor; SG, verde pequefio; LG, verde
grande; SW, blanco pequefio; LW, blanco grande; P, transicion; R, maduro. ABA, acido
abscisico; BR, brasinosteroides; ET, etileno; GA, giberelinas; IAA, auxinas; MeJA, metil
jasmonato. Modificado de Gansser, Latza, & Berger, (1997); lannetta et al., (2005); Sun
etal., (2013); Symons et al., (2012).

1.5.3. Jasmonatos.

Los jasmonatos (JAs) son un conjunto de fitohormonas, de las que poco se conoce su rol
en los procesos de desarrollo y maduracion de frutos. En frutos climatéricos como manzana,
los niveles de JAs (&cido jasménico, JA, y metil jasmonato, MeJA) aumentan con el
transcurso del desarrollo, alcanzando niveles mas elevados en frutos maduros (Fan,
Mattheis, & Fellman, 1998). Por 