CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Cinvestav UNIDAD IRAPUATO

“RESPUESTA MOLECULAR DEL FRUTO DE LA FRESA (Fragaria
x ananassa Duch. cv. Camino Real) ANTE LA ILUMINACION CON
LUZ UV-C”

Tesis que presenta

IBT. Sheila Asuncion Martinez Zavala

Para obtener el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS

en la especialidad de Biotecnologia de Plantas

DIRECTOR DE TESIS

Dr. Edmundo Lozoya Gloria

Irapuato, Guanajuato Marzo, 2018



El presente trabajo fue realizado bajo la asesoria del Dr.
Edmundo Lozoya Gloria en el Laboratorio de
Nutracéuticos de Plantas, del Departamento de
Ingenieria Genética del Cinvestav Unidad Irapuato,

Guanajuato, México.



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACY), por el apoyo
econdémico otorgado para la realizacion de este proyecto (Becario 587945).
Al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional por el apoyo otorgado para la terminacion de este proyecto.

A mi director de tesis, Dr. Edmundo Lozoya Gloria quien de €l admiro su
calidad humana y sabiduria. Por el recibimiento en su laboratorio, la
confianza, asesoria, paciencia y conocimiento otorgado. Demostrando su
apoyo en todo momento.

A mis sinodales (Dr. Alfredo Herrera Estrella y Dr. Neftali Ochoa Alejo)
quienes enriquecieron, complementaron y mejoraron con su admirable
conocimiento la presente tesis.

A la auxiliar de laboratorio, M.C. Martha Betancourt, por su ayuda, asesoria,
y facilidades prestadas con reactivos y espacios de laboratorio.

A mis compafieros de laboratorio (Xochitl, Patricia, Claudia, Quia, Takehiro,
Sabino) con quienes, al compartir un espacio comun, ademas de brindar
apoyo, se crearon lazos de convivencia y amistad.

A mis amigos, dentro de Cinvestav (Fernando, Felipe, Ruth, Caro, Sofi, Gabi,
Ale, Ricardo), por formar parte de esta travesia en comun, y a los de toda la
vida (lvy, Eli, Claudia, Leslie, John, Malcolm) por sus muestras de carifio y
aprecio.

A mi familia, quienes con su apoyo incondicional me guian y permiten

siempre continuar para alcanzar mis suefios.



INDICE GENERAL

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS........coiitieiecteecee ettt eeeste et anessveenens i
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt et e e e sae s v
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt vii
INDICE DE ANEXOS ..ottt ettt ettt et e et eeaeeaenaeae s 7
RESUMEN ... et e e e e e e et e e e et e e aaees viii
AB ST R A CT et e e e e e e e eee iX
1. INTRODUCCION ..ottt ettt ettt 1
2. ANTECEDENTES ... . o 3
2.1 LA FRESA (Fragaria x ananassa Duch.)..........ccccoo, 3
2.1.1 Origen y fisiologia de la freSa ........ccooeeeeiiiiiiiiiiiiic e, 3

2.1.2 Maduracion del fruto de la freSa ...........cceveeeiiiiiiiiiiiiii e 4

2.1.3 Importancia €CONOMICA .........cccuuuuriiiieeeeeeeeeeeiiee e e e e e e e e e e eeeeeeenaens 6

2.1.4 Composicion nutricional del fruto de fresa.........cccceeveeeeeeniiiiiiiiiieeennn. 6

2.2 BIOSINTESIS Y REGULACION DE LOS FLAVONOIDES .......c.ccceevevenne 8
2.2.1 Importancia de los flavonoides............ccoei, 8

2.2.2 Biosintesis de [0S flavonoides...........coooviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 10

2.3 Laluz UV-Cysus efectos enlas plantas ..........cccoeeeeeeiieeeee, 14

2.3.1 Efecto “hormesis” de la luz UV-C como tratamiento para incrementar
la calidad de frULOS .......ccoiiieeiie e 15

2.3.2 Estudios moleculares relacionados a la biosintesis de flavonoides en

respuesta alaluz UV-C.......oooooiiiii 17
2.3.3 Irradiacion lUZ UV-C €N fre@Sa ....eunieeeeeee e, 18
1 JUSTIFICACION ..ottt et e e e e et e e e e e e e e e eeans 20

IV . HIPOTESIS oo ettt et e et e e e e, 20



V. OBJIETIVOS ...t 20

5.1 ObJetiVO gENETAI ......ccoeeiieiiiie e e e e aana 20
5.2 ObjetivoS @SPECITICOS. ....uuuiiiiiiieiiiiiiiieiie e 20
VI. MATERIALES Y METODOS .......coeiiiieiteeeecteete ettt 21
6.1 Material DIOIOQICO ..........uueiiiiiiieiei e 21
6.2 Propiedades fiSICOQUIMICAS..........covuuiiiiii e e e eeeaens 21

6.2.1 Determinacion de peso, tamafio, pH, °Brix, turbidez, claridad y

proteinas del frutO.........oooeviiiiii i 21
6.3 Tratamiento CON TUZ UV-C ........cooiiiiiiiiiiie e 23
6.4 Extraccion de compuestos feNOlICOS .......ooeoevviviiiiiiiiiiee e, 24

6.5 Hidrdlisis acida de los extractos para la determinacion de antocianinas,

compuestos fenolicos, flavonoides y capacidad antioxidante. ..............cccccccvvveeenn. 24
6.5.1 Determinacion del contenido total de antocianinas .............cccccceeeeee. 25
6.5.2 Determinacion del contenido total de compuestos fendlicos.............. 25
6.5.3 Determinacion de flavonoides .............cccceeeiiiiiiiiiiiiie e 26
6.5.4 Determinacion de capacidad antioxidante..............ccccccvvieeeeeeeeeennnnn, 26
6.6 Extraccion de ARN tOtal ..........coooiiiiiiiiiiiiiee e 27
6.7 Sintesis de ADN complementario (ADNC) ..........cuvveiiiiieeiiiiiiiiiee e, 28
6.8 Seleccion de 10S genes de INTEIS.........oeiiiii i 28
6.9 Disefio de oligonucleltidos............ooovviiiiiiii e 29
6.10 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) ..., 29
B.11 SRACKE ... ettt e et naee e 31
6.12 SECUENCIACION DE ADN .....cviiiiiieieeeee et 32
6.13 ENSAYOS ENZIMATICOS ... ..oiiiieceeeeeeee e, 32

6.13.1 Actividad enzimatica de PAL ..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 32

6.13.2 Actividad enzimética de la ascorbato oxidasa .........ccccoveeieeeeinieneen.. 32



6.13 ANALISIS ESTADISTICOS ..ottt 33

VI RESULTADOS . ... e e e e e e e e e e e e e eaas 34
7.1 Relacion en el contenido de flavonoides en aquenios y receptaculo de F. x

ananassa Duch cv. Camino RaAl ............uuuiiiiiiiiiiic e 34
7.2 Tratamiento de irradiacion con luz UV-C en frutos maduros de fresa......... 35
7.3 Efecto de la luz UV-C en el contenido de proteinas totales........................ 36

7.4 Efecto de la radiacion UV-C en la cantidad de antocianinas, compuestos
fendlicos, flavonoides totales y la capacidad antioxidante en aquenios y
receptaculo del fruto de fre@Sa........cvivii i i 38

7.5 Analisis de expresion de genes por gPCR ........ccuviiiiiiiieiiiiiiiiceeee e 39

7.6 Expresion de genes codificantes de enzimas clave en la ruta general de los
fenilpropanoides en aquenios, receptaculo y fruto entero de F. x ananassa cv.
CamMINO REAL.....cco oo 42

7.7 Cambios en la expresidon de genes codificantes para enzimas clave en la
ruta general de los compuestos fendlicos a causa de la irradiacion con luz UV-C
en F. x ananassa cv. Camino REaAL...........coiiiiiiiiiiiiiiiiine e 45

7.8 Cambios en la expresion de genes codificantes para enzimas clave en la
biosintesis de los flavonoides a diferentes tiempos post- irradiacion en F. x

ananassa D. cv. Camino Real. ...........cuuiiiiiiiiiiii e 51
7.9 ACTIVIDAD ENZIMATICA ... e 54
7.9.1 Actividad enzimética de la fenilalanina amonio liasa (PAL)............... 54

7.9.2 Actividad enzimética de la ascorbato oxidasa (AAO) .........ccceeeeeennn.. 56

VI DISCUSION ..ottt ettt 60
8.1 Relacion del contenido de flavonoides en diferentes organos.................... 60
8.2 Tratamiento de irradiacion con Uz UV-C..........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 62
8.3 Efecto de la luz UV-C en el contenido de proteinas totales....................... 64

8.4 Efecto de la radiaciéon UV-C en la cantidad de antocianinas totales,
compuestos fenolicos totales, flavonoides totales y la capacidad antioxidante..... 65



8.5 Cambios en la expresion de genes codificantes para enzimas clave en la
ruta general de los compuestos fendlicos a causa de la irradiacion con luz UV-C
en F. x ananassa cv. Camino Real.............ccooiiiiiiiii i 66

8.6 Cambios en la expresion de genes codificantes para enzimas clave en la
biosintesis de los flavonoides a diferentes tiempos post-irradiacion en F. x

ananassa D. cv. Camino Real. ...........ccuiiiiiiiiiiii e 69

8.7 ACtiVIdades ENZIMALICAS .....cceieeiiiiiiiiiiiiie et e e 70
IX. CONCLUSIONES ... e e e e e e e eees 72
X PERSPECTIVAS e e 73
X1, BIBLIOGRAFIA ...ttt 74
XIL ANEXOS ettt et 90
ANEXO L. et e e e e n e e e e e e aaee 90
ANEXQO 2. ettt e e et e e e et aaee 92
ANEX O B et e e et e e e e e e e e e eaee 95
ANEXQO 4. .t e e et aae 95
ANEXO B ettt e e e e e e e e e e aee 97
L N | @ TP 98

ANEXO 7 105



18S
28S
4CL
3’ RACE

AAO
ADN
ADNc
ANR

ANS
ARN
ARNmM
bHLH

BLAST

BSA

CV.
CHS
CHI
de
DE
DFR

DNase

dNTP
DPPH

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Siglas en inglés de ARN ribosomal 18S (18S ribosomal RNA)
Siglas en inglés de ARN ribosomal 28S (28S ribosomal RNA)
4-coumaroil-CoA ligasa

Siglas en inglés de amplificacion rapida de terminaciones del ADNc
(Rapid Amplification of cDNA Ends).

Siglas en inglés de ascorbato oxidasa

Siglas en inglés de acido desoxirribonucleico

ADN complementario

Siglas en inglés de antocianidina reductasa

Siglas en inglés de antocianidina sintasa

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Siglas en inglés del motivo estructural de proteinas hélice-bucle-
hélice

Siglas en inglés de Herramienta de Busqueda y Alineamiento de
Secuencias de Tipo Local (Basic Local Alignment Search Tool)
Siglas en inglés de albumina de suero bovino (Bovine Serum
Albumin)

Cultivar

Siglas en inglés de chalcona sintasa

Siglas en inglés de chalcona isomerasa

Destilada estéril

Desviacion estandar

Siglas en inglés de dihidroflavonol 4-reductasa
Desoxirribonucleasa

Desoxinucleotido trifosfato

Siglas en inglés de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)



EDTA
EE
ET
Fa

kb
Kcal
kDa
kJ/m?
MW
MQ
ng
nm

nt
ORF

PA
PAs

pb

PCR

ppm
PR

PVP
gPCR

RNAse
rpm

RT
RT-PCR
TAE

Acido etilendiaminotetraacético

Error estandar

Equivalente en Trolox

Fragaria x ananassa

Kilo pares de bases

Kilocalorias

Kilodalton

Kilo Joule / metro cuadrado

Siglas en inglés de Peso molecular (Molecular weight)
Agua milli Q, agua ultrapura del Tipo 1 (ISO 3696).
Nanogramos

Nanomolar

Nucledtidos

Siglas en inglés de marco abierto de lectura (Open Reading
Frame)

Proantocianidinas

Proantocianidinas

Pares de bases

Peso fresco

Siglas en inglés de reaccibn en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction)

Partes por millén

Proteinas relacionadas a patogénesis

Polivinilpirrolidona

Siglas en inglés de PCR cuantitativo o PCR en tiempo real
(quantitative polymerase chain reaction)

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

Siglas en inglés de Transcripcion reversa (Reverse transcription)
Siglas en inglés de Transcripcion reversa del PCR (Reverse
Tris-acetato-EDTA



TE

TF

Tm

U
UDP/UFGT

uv

w/v

Mg
MM

Tris EDTA

Siglas en inglés de Factores de transcripcion
Temperatura de fusion

Unidad

Siglas en inglés de UDP glucosa:flavonoide 3-O
glucosiltransferasa

Ultravioleta

peso/volumen

Longitud de onda

Microgramos

Micromol



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Flor y fruto de Fragaria X ananassa D. .........cccccccceiiiiiieeieeveviiccic e 4
Figura 2. Imagen representativa del desarrollo del fruto de fresa. ...........ccccvvveeenee 5

Figura 3. Estructura general de los flavonoides y subclases de los flavonoides mas
(070 110181 C TS PP 9

Figura 4. Representacion esquematica de la ruta biosintética de fenilpropanoides y
flaVONOIAES €N fIESA.. ..evviiii i 11

Figura 5. Espectro electromagnético de UV. ..........coorriiiiiiiiiiii e 15

Figura 6. Contribucion porcentual (%) de los compuestos fendlicos totales,
flavonoides totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante (DPPH) en los
extractos de aquenios y el receptaculo en frutos maduros de F. x ananassa cv.
CamMINO REAL.....co oo 34

Figura 7. Efecto del tratamiento con luz UV-C en el contenido total de proteinas en
frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real.........cccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 37

Figura 8. Efecto del tratamiento con luz UV-C en el contenido total de proteinas en
diferentes 6rganos (aquenios y receptaculo) con y sin tratamiento de irradiacion de
luz UV-C: control (CTL) y UV-C en frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino
== 38

Figura 9. Niveles de expresion de los genes en diferentes 6rganos de frutos
maduros de F. x ananassa cv. Camino Real sin tratamiento de luz UV-C. ........... 44

Figura 10. Esquema general del cambio en la expresién de genes implicados en la
biosintesis de compuestos fendlicos en diversas condiciones a causa de la
irradiacion con luz UV-C en F. x ananassa cv. Camino Real en aquenios,
receptaculo Y frUtO ENLEIO. ........uviei i e 46

Figura 11. Expresion relativa de genes codificantes para la fenilalanina amonio liasa
en diferentes 6rganos de frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real tratados
(o0 ] I 10 7 U Y PSS 47

Figura 12. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas clave en la ruta
general de los fenilpropanoides en diferentes 6rganos de frutos maduros de F. x
ananassa cv. Camino Real tratados con luz UV-C..........ccoooiiviiiiiiiiiieeceeeeiinn 49

Figura 13. Expresion relativa de genes codificantes para la fenilalanina amonio liasa
en el fruto entero de F. x ananassa cv. Camino Real a diferentes tiempos post-



irradiacion del tratamiento con luz UV-C: CTL (control), UV-C (tratamiento con luz
UV-C), reSPECHIVAMENTE. ....coiiieiiiiiiii e e e e e et e e et s e e e e e e e e e eaa e e e e eeeeeeenes 51

Figura 14. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas relacionadas a la
biosintesis de flavonoides en el fruto entero de F. x ananassa cv. Camino Real, a
diferentes tiempos post-irradiacion de luz UV-C: CTL (control), UV-C (tratamiento
con luz UV-C), reSPeCtiVaMENTE.........ccovviiiiiei e eeeeeeeiie e e e e e e 53

Figura 15. Actividad enzimética de la fenilalanina amonio liasa (PAL) después del
tratamiento con luz UV-C en diferentes partes del fruto maduro de fresa............. 55

Figura 16. Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) a diferentes
tiempos de incubacion después del tratamiento con luz UV-C en frutos maduros de
F. x ananassa cv. Camino REaAL..............coiiiiiiiiiii i 56

Figura 17. Actividad enzimatica de la ascorbato oxidasa (AAO) en diferentes
tiempos de incubacion después del tratamiento con luz UV-C en frutos maduros de
F. x ananassa cV. Camin0 REaL..............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeereneeeeees 57



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Compuestos en el fruto maduro de F. x ananassa Duch............................ 7

Tabla Il. Efectos de la luz UV-C (254 nm) en frutos post cosecha de F. x ananassa..
.............................................................................................................................. 19

Tabla 1ll. Condiciones utilizadas para qPCR ... 30

Tabla IV. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas en los frutos maduros de
F. x ananassa cv. Camino Real irradiados con [uz UV-C............cceevviiiiiiinieneeennns 36

Tabla V. Contenido de antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante en aquenios y receptaculo de F. x ananassa cv. Camino
Real con y sin tratamiento de [UZ UV-C...........cccooiiiiiiiiiiiiiie e 39

Tabla VI. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la
cuantificacion de la expresion por gPCR en frutos maduros de F. X ananassa cv.
(O 0 1 0T TN = | PR 40

Tabla VII. Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en diferentes
partes del fruto Maduro de freSA.. ..........uuuuuuiiuiiiiiiiiiiiiii e 54

Tabla VIII. Posibles integrantes de la familia de genes relacionados en la biosintesis
de flavonoides €n F. X @NanasSa. ........ccuuuuuuiiiieeeiiiiiiiiiiiee e e e et e e e e e eeeenns 58

Vi



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Curvas de calibracion por espectrofotometria UV y UV-VIS. ................. 90
Anexo 2. Lista de oligonucleétidos empleados en el presente trabajo.................. 92

Anexo 3. Andlisis de varianza multifactorial de la expresion de los genes de
referencia, B-actinay GADPH. ... 95

Anexo 4. Comparacion de secuencias de proteinas FaPAL. ...........ccccocceeeeeinnnns 95

Anexo 5. Contenido de: A) proteinas totales, B) turbidez y C) transmitancia (%) en
frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real sin tratamiento de luz UV-C. . 97

ANeX0 6. Secuencias IdentifiCaTaS ........ven e e 98

Anexo 7. Oligonucledtidos para 3'RACE.. ... 105

vii



RESUMEN

La fresa (Fragaria x ananassa Duch), es un cultivo de gran importancia econémica a
nivel nacional e internacional, contiene altos niveles de compuestos antioxidantes
reconocidos como beneficiosos para la salud humana, tales como los flavonoides. Los
flavonoides son una subfamilia de los compuestos fendlicos y se localizan
principalmente en frutos como flavonoles y antocianinas. Con la finalidad de
incrementar la concentracion de dichos compuestos, se han desarrollado diversos
tratamientos pre y post cosecha dentro de los que destaca, debido a su bajo costo, la
radiacion del fruto con luz UV-C (~254 nm). La aplicacion de luz UV-C en diferentes
frutos ha demostrado que activa la sintesis de los compuestos fendlicos a través de la
regulaciéon a nivel transcripcional de los genes que codifican a las enzimas que
participan en su biosintesis, pero esta regulacion depende principalmente del genotipo
del cultivo. En el fruto de fresa, se han obtenido resultados tanto favorables como
desfavorables al irradiar el fruto con luz UV-C, por lo cual es de suma importancia
entender los mecanismos que permiten el aumento de estos compuestos.

En este trabajo, se realizé un analisis comparativo del efecto de la luz UV-Cen frutos
maduros de F. x ananassa Duch. cv. Camino Real y las partes que lo conforman
(aguenios y receptaculo), asi como diferentes tiempos post irradiacion del fruto entero,
con el fin de identificar respuestas comunes y/o divergentes con respecto al tratamiento
de luz UV-C. Para ello, se evalué en el fruto de fresa y sus partes (aquenios y
receptaculo) el contenido de compuestos fendlicos (antocianinas y flavonoides), la
capacidad antioxidante y los cambios en la expresion de genes asociados a la
biosintesis de flavonoides. Se encontrd que la expresion de los genes codificantes para
enzimas clave fue dependiente del érgano y del tiempo post-irradiacion. La respuesta
incluyd un incremento significativo en la acumulacion de compuestos fendlicos en los
aquenios, y de antocianinas en el receptaculo, de entre el 30 y 50%. El efecto de la
exposicion a la luz UV-C en la expresion de los genes de biosintesis de la ruta general
de los fenilpropanoides, se observo un aumento en la expresion de FaPAL2 y FaPALSG,

dos genes que codifican a la fenilalanina amonio liasa.
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ABSTRACT

Strawberry (Fragaria x ananassa Duch) is a world-wide economically important crop.
Strawberries contain high levels of compounds with potent antioxidant activity such
as flavonoids, recognized for their beneficial effect on human health. Flavonoids are
a group of compounds ubiquitously found in fruits. To increase the content of these
compounds, pre- and post-harvest strategies have been developed. Due to the low
cost, one attractive strategy is the irradiation with UV-C light. Ultraviolet C irradiation
in different fruits has been shown that UV-C light activates the synthesis of phenolic
compounds through the transcriptional regulation of biosynthetic genes, but this
regulation depends mainly on the irradiation doses and the genotype of the crop
plant. In the strawberry fruit, both favorable and unfavorable results have been
obtained when irradiating the fruit with UV-C light. Therefore, it is very important to
understand the mechanisms that allow increase of these compounds.

In this work, a comparative analysis of the effect of UV-C light (2 kd/m?) on F. x
ananassa cv. “Camino Real” ripe fruits was performed. This analysis also included
achenes and receptacle in order to identify common and/or divergent responses in
the treatment. For this, the content of phenolic compounds (anthocyanins and
flavonoids), the antioxidant capacity and the expression analysis of flavonoid
biosynthetic genes were evaluated. It was found that the gene expression was organ
and time dependent, and the UV-C response included a significant increase in the
accumulation of phenolic compounds in achenes, and anthocyanins in the
receptacle (30-50%). Regading gene expression, in response to the treatment, the
expression of two genes encoding for phenylalanine ammonium lyase (FaPAL2 and

FaPALG) increased as well as the enzymatic activity.



Introduccion

.  INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos polifendlicos, que se encuentran en todas las
plantas, aunque en diferente proporcion y, que les dan a los frutos caracteristicas
de coloracién. Estos compuestos son importantes para la fertilidad del polen, la
atraccién animal, en gran parte por los insectos, y la dispersion de la semilla (Gould
y Lister 2006). Los flavonoides llevan a cabo diversas funciones bioldégicas como
proteccion frente al frio, radiacion UV-C y ataques por patdgenos, en los frutos
proveen calidad y una mayor vida de anaquel post cosecha. Por otra parte, estudios
epidemioldgicos han documentado que el consumo de flavonoides esta asociado
con una baja incidencia de enfermedades crénicas y metabdlicas a través de su

accion indirecta en la microflora.

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.), cultivo econ6micamente importante a nivel
mundial, nacional y regional, acumula grandes cantidades de polifenoles,
principalmente flavonoides, dentro de los que destacan las antocianinas, los
flavonoles y flavanoles (Fait et al., 2008). La composicion cuantitativa y cualitativa
de flavonoides en las fresas la determinan factores genéticos y ambientales. La
expresion de los genes estructurales de biosintesis de estos compuestos esta
altamente regulada por condiciones de luz, nutricién y temperatura. Debido a su
importancia, se han desarrollado diversos métodos, pre y postcosecha, que
permiten incrementar la acumulacibn de compuestos fendlicos como los
flavonoides. Ejemplo de ello es la aplicacion exdgena de hormonas, estimulacion
por deficiencia de agua y modificacion de condiciones como atmosfera, luz y

temperatura.

La luz UV-C es reconocida por poseer dos efectos benéficos en los frutos: 1)
inactivar directamente patogenos, y 2) promover fitoquimicos, sustancias activas no
esenciales con efectos positivos en la salud humana. La aplicacion de luz

ultravioleta (UV-C) a frutos se ha definido como una estrategia amigable con el



Introduccion

ambiente (Charles et al., 2008); la cual incrementa antocianinas y compuestos
fendlicos en frutos pre y postcosecha. Recientemente diversos autores, describien
este efecto en frutos de fresa precosecha, al igual que postcosecha (Severo et al.,
(2015), Oliveira et al., (2016) y Xie et al., (2016); Ayala-Gil, 2011). Trabajos como
los realizados por Xi et al., (2013) demuestran que el cambio observado es
dependiente del cultivar y la dosis de irradiacion. Sin embargo, existe una falta de
conocimiento en la respuesta molecular del fruto postcosecha con la aplicacion de
luz UV-C; ejemplo de ello es la posible activacion o supresion de genes involucrados
directa o indirectamente en la produccion de estos compuestos.

Entender el mecanismo detras del efecto de luz UV-C en cultivares de relevancia
econdmica regional, como la fresa, es de inmensa importancia para el desarrollo

explorar su potencial agronémico.
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.  ANTECEDENTES

2.1 LA FRESA

2.1.1 Origeny fisiologia de la fresa

La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) pertenece a la familia Rosaceae en el género
Fragaria (Shulaev et al., 2008), y esta relacionada a nivel taxonémico con otros
cultivos de igual relevancia econémica como el durazno (Prunus persica), la
frambuesa (Rubus idaeus) y la manzana (Malus domestica), entre otros. En el
género Fragaria, existen por lo menos 20 especies, las cuales se agrupan en cuatro
clases de acuerdo con su nivel de ploidia (Folta y Davis, 2006). F. x ananassa
Duchesne es una planta octoploide (2n=8x=56) resultado de una cruza accidental
entre dos especies americanas nativas, F. chiloensis y F. virginiana Duchesne
(Davis et al., 2007), y su genoma es el mas complejo. Esta especie octoploide
abarca cerca del 60% de la produccion mundial, debido a sus propiedades
organolépticas y por poseer compuestos beneficos para la salud de los humanos.

El fruto de F. x ananassa es denominado “falso fruto”, perteneciente al tipo
conocarpo, pues en realidad es un multifruto formado por la expansion del
receptaculo, en cuya superficie se encuentran los aquenios (Erendorfer, 1983). Los
aquenios son una combinacion de tejido de semilla y tejido ovarico, los cuales se
conectan al interior del receptaculo mediante haces fibrovasculares con los que
obtienen los nutrientes necesarios para su desarrollo (Perkin-Veazie, 1995). De
acuerdo con Darrow (1996), la cantidad de aquenios en cada receptaculo depende
del cultivar y las condiciones de crecimiento, y se encuentra en un rango de 20 a

500 aquenios.
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Figura 1. Flor y fruto de Fragaria x ananassa D. Se muestra el corte longitudinal
para mostrar la relacion de partes de la flor al receptaculo (Modificado de
http://www.uky.edu/~garose/BIO.PLS.210.FRUITS.HTM)

De manera general, el receptaculo estd conformado por una regién medular, una
corteza parenquimatosa y el cértex (una o dos capas exteriores de células
epidérmicas) (Figura 1). El tamario final del fruto depende de diversos factores, entre
los que destacan la posicion de la inflorescencia, el numero de aquenios polinizados
y las condiciones termo y fotoperiddicas de cultivo (Howard y Albregts, 1984).

2.1.2 Maduracién del fruto de la fresa

La maduracién es un proceso fisiolégico de corta duracién en la que los frutos
desarrollan una serie de propiedades organolépticas que los hacen aptos para el
consumo humano. Dependiendo de su proceso, los frutos pueden clasificarse en
climatéricos, cuando la madurez puede alcanzarse separado de la planta parental,
y no climatéricos, en el cual el fruto debe madurar en la planta parental y el etileno
regula su proceso de maduracién (Giovannoni, 2001). La fresa, al igual que la uva
(Vitis vinifera), pertenece al grupo de los frutos de tipo no climatérico. Durante la
maduracién, F. x ananassa produce cambios fisicos (textura y color), cambios
guimicos (produccién de aromas y sabores) y variaciones de expresion geénica,
dentro de los que destacan, la variaciéon del color (debido a la degradacion de
clorofila y la acumulacién de antocianinas), la produccion de compuestos volatiles
relacionados con el sabor, el incremento en el contenido de sacarosa y hexosas, y

el reblandecimiento de los tejidos ocasionado por la solubilizaciéon vy
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despolimerizacion de los componentes de la pared celular (Manning, 1998;
Lunkenbein et al., 2006).

En fresa, la maduracion se completa en 30-40 dias después de la antesis (Archbold
y Dennis, 1984) y el desarrollo del fruto se puede dividir en tres fases: 1) division
celular, 2) fase inicial de crecimiento y elongacion (expansion), y 3) fase de

maduracion (Figura 2).

Division Expansion —>
Maduracion

Figura 2. Imagen representativa del desarrollo del fruto de fresa. Modificada de
Fait et al., (2008).

El crecimiento del receptaculo depende del desarrollo de las células del cortex y de
la médula; la divisién celular ocurre en los primeros 10 dias, y una combinacion de
divisiéon celular y expansion celular ocurre entre los 10 y 15 dias postantesis (Zhang
et al., 2011). Particularmente, las auxinas que se sintetizan en los aguenios y se
traslocan por el floema basipetalmente desde ellos hasta el pedunculo, son las
responsables primarias del crecimiento del receptaculo; por lo que el nimero y la
distribuciéon de los aquenios en el receptaculo son factores que determinan el
desarrollo del fruto (Perkins-Veazie, 1995; Hancock, 1999). El fruto de la fresa
alcanza su tamario total y definitivo aproximadamente 30 dias después de la antesis.
La acumulacion de agua y azlcares, asi como la sintesis de la pared celular se
observa entre los 21 y 28 dias postantesis (Knee et al., 1977). Posteriormente, los
receptaculos se tornan de color rojo cuando la clorofila se ha perdido y las
antocianinas, como la pelargonidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido comienzan

a acumularse en el fruto (Rosli et al., 2004; Aaby et al., 2005). Dependiendo de la
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temperatura de cultivo y el genotipo, el fruto esta completamente maduro entre los

30y 40 dias posteriores a la antesis (Zhang et al., 2011).

2.1.3 Importancia econ6mica

La fresa es uno de los frutos mas comercializados a nivel mundial y su consumo, en
fresco o como alimento procesado, se ha incrementado en las Gltimas décadas. En
2014, a nivel mundial se cultivaron 373,534 hectareas con una produccion total de
8,114,373 toneladas. China es el principal productor (38.36%), seguido de Estados
Unidos (16.90%), Meéxico (5.65%), Turquia (4.63%) y Espafia (3.59%)
principalmente (FAOSTAT, 2014). En México la produccion se concentra en tres
estados, siendo estos Baja California Norte (47%), Michoacan (44%), Jalisco (4%),
Baja California Sur (3%) y Guanajuato (2%) (SAGARPA/SIAP, 2014).
Particularmente, la principal region productora del Estado de Guanajuato es
Irapuato, en donde la fresa fue introducida en 1885 y su cultivo fue intensificado
hasta 1950. Debido a la gran demanda en el mercado nacional e internacional, se
ha incrementado la busqueda por el mejoramiento en la calidad del fruto (tamafio,

sabor, firmeza y color).

2.1.4 Composicion nutricional del fruto de fresa
El fruto de F. x ananassa representa una opcién de alimentacién altamente
saludable, dado su perfil nutricional, concepto utilizado para valorar el aporte
caldrico y nutritivo de los alimentos (Tabla ). Aproximadamente el 90% del fruto es
agua y el 10% lo constituyen soélidos solubles de suma importancia para la dieta del
ser humano (Hemphill y Martin, 1992). Los principales componentes solubles en la
fresa son carbohidratos, de los cuales la glucosa y la fructosa, en proporciones
similares, representan el 83%; dichos compuestos proveen energia para la mayor
parte de las reacciones metabdlicas y son un factor importante del sabor (Wrolstad
y Shallenberger, 1981). Al igual que los azlcares, los acidos organicos tienen un

papel fundamental en el sabor del fruto; los principales acidos organicos de la fresa
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son el acido citrico y el acido elagico, el cual posee propiedades anticancerigenas
(Muthukumaran et al., 2017).

Tabla I. Compuestos en el fruto maduro de F. x ananassa Duch.

Tipo Nutriente Por 100 g
General Agua (g) 90.95
Energia (kcal) 32
Proteinas (g) 0.67
Cenizas () 0.40
Lipidos totales (g) 0.30
Carbohidratos (g) 7.68
Fibra dietética 2.0
Azucares (Q) 4.89
Sacarosa (Q) 0.47
Glucosa (g) 1.99
Fructosa (Q) 2.44
Minerales Calcio (mg) 16
Hierro (mg) 0.41
Magnesio (mg) 13
Fosforo (mg) 24
Potasio (mQ) 153
Sodio (mQ) 1
Zinc (mgq) 0.14
Magnesio (mg) 0.386
Vitaminas Vitamina C (mg) 58.8
Tiamina (mg) 0.024
Riboflavina (mg) 0.022
Niacina (mg) 0.386
Acido pantoténico (mg)  0.125
Vitamina B6 (mg) 0.047
Folato (ng) 24
Colina (mg) 5.7
Otros compuestos Betaina (mg) 0.2
B-carotenos (mgQ) 7.0

Fuente: Adaptado de (Giampieri et al., 2012).
De acuerdo a su contenido nutricional, el consumo de la fresa resulta interesante.

Por ejemplo, una racion de 144 g (aproximadamente 8 frutos) pueden proveer mas
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del 20% de la ingesta diaria de manganeso y folato, y un 5% de potasio (Giampieri
et al., 2012). Ademas de los nutrimentos, la fresa es una buena fuente de
compuestos fitoquimicos que mejoran la salud humana y pueden disminuir el riesgo
de tumorogénesis y de enfermedades -cardiovasculares (Hannum, 2004;
Muthukumaran et al., 2017). Entre estos compuestos destacan flavonoides como
las antocianinas y los acidos organicos (ascorbico, citrico, etc.), que muestran una
alta capacidad antioxidante contra especies reactivas de oxigeno (Wang y Jiao,
2000).

2.2 BIOSINTESIS Y REGULACION DE LOS FLAVONOIDES

2.2.1 Importancia de los flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas grande dentro de los compuestos
fendlicos, los cuales estan ampliamente distribuidos en las plantas y constituyen un
amplio grupo de metabolitos con diferentes actividades y estructuras quimicas
(Mabry y Harborne, 2013). La distribucion de estos compuestos en los tejidos y
células vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto (Butler
et al., 1996). Su estructura general es un esqueleto de difenilpiranos: dos anillos
benceno unidos a través de un anillo pirona o pirdn heterociclico (Figura 3).
Generalmente, son secretados como mecanismo de defensa frente a estimulos
bidticos y abibticos, siendo mediadores clave en la resistencia de las plantas a las
plagas: promueven la invasion a nuevos habitats y contribuyen a la estabilidad hacia
dafios mecanicos 0 ambientales, como la sequia o las heridas (Bais et al., 2003;
Dudareva et al., 2003; La Camera et al., 2004). En particular, los flavonoides tienen
la capacidad de absorber luz UV, lo cual se ha considerado como evidencia de su
papel en la proteccion contra la luz UV-C, lo cual corroboran diversos estudios en
especies como Ligustrum vulgare, Vitis vinifera, Petunia x hybrida y Arabidopsis
thaliana (Ryan et al., 2002; Stracke et al., 2010; Kusano et al., 2011).
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Figura 3. Estructura general de los flavonoides y subclases de los flavonoides
més comunes (Modificada de Chang et al., 2013).

Los flavonoides se pueden clasificar con base en su estructura quimica
principalmente en seis subclases: flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, flavanonas,
antocianinas e isoflavonas; y la mayoria de ellos se encuentran en plantas y
alimentos comestibles como B-glucésidos (unidos a una o mas moléculas de
azucar) (Chang et al., 2013). La importancia de los flavonoides radica en los
posibles efectos benéficos a la salud humana, pues actian como antioxidantes y
tienen la habilidad de modular las vias de sefializacion celular proveyendo
propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas, anticancerigenas, y actividades
neuroprotectoras (Williams et al., 2004). No se han asociado efectos adversos con
altas ingestas de flavonoides a partir de alimentos de origen vegetal, ya que la baja
biodisponibilidad y el rdpido metabolismo y eliminacion de la mayoria de los

flavonoides, no permiten su acumulacion.
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2.2.2 Biosintesis de los flavonoides

Los compuestos flavonoides se sintetizan a partir de la ruta de los fenilpropanoides,
una de las rutas metabdlicas mas importantes en plantas en términos de flujo de
carbon (Asano et al.,, 1995). El paso inicial comienza con la conversion de L-
fenilalanina a acido trans-cinamico por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
que subsecuentemente es transformado a 4-cumaroil-CoA por la cinamato-4-
hidroxilasa (C4H) y la 4-cumaroil-CoA ligasa (4CL) (Figura 4). Los productos
resultantes se dirigen después a la ruta de flavonoides por accion de la chalcona
sintasa (CHS), para producir:

)] Antocianidinas, en donde contindan una serie de reacciones llevadas a cabo
por la chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (FHT), dihidroflavonol 4-
reductasa (DFR), y la antocianina sintasa (ANS).

i) Flavonoles, sintetizados por la flavonol sintasa (FLS) a partir de los
dihidroflavonoles.

i) Proantocianidinas

Por ultimo, diversas flavonoide glucosiltransferasas (FGT) modifican antocianinas y
flavonoles a través de la adicion de moléculas de azlucar. Con esto se confiere
estabilidad a las moléculas incrementando la polaridad, solubilidad, reactividad e

interaccidon con células blanco.

Un sustrato importante es la p-cumaroil-coenzima A, ya que se sitda en el punto de
ramificacion de las rutas metabdlicas que conducen a las vias de biosintesis de
flavonoides o monolignoles (Besseau et al., 2007). La p-cumaroil-coenzima A es el
sustrato comun de tres enzimas: 1) CHS que cataliza la reaccién de una molécula
de p-cumaroil-coenzima A con tres moléculas de malonil-coenzima A para producir
naringenina chalcona precursora de una larga variedad de flavonoides; 2)
hidroxicinamoil transferasa (HCT) que conduce la formacion de las unidades de
ligninaguaiacil (G) y siringil (S); y 3) cinamoil-coenzima A reductasa (CCR) que
conduce a la biosintesis de unidades de lignina, p-hidroxifenil Gy S (Zhong y Ye,
2012).
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Figura 4. Representacion esquematica de la ruta biosintética de fenilpropanoides y
flavonoides en fresa. Las estructuras de los metabolitos importantes para este
trabajo se muestran en el diagrama. 4CL (4-cumaroil-CoA ligasa), ANR
(antocianidina reductasa), ANS (antocianidina sintasa), C4H (cinamato-4-
hidroxilasa), CCR (cinamoil-Coenzima A reductasa), CHI (chalcona isomerasa),
CHS (chalcona sintasa), DFR (dihidroflavonol 4-reductasa), FGT (flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa), F3’H (flavonoide-3-hidroxilasa), FHT (flavanona-3-hidroxilasa),
FLS (flavonol sintasa), LAR (leucocianidina reductasa), PAL (fenilalanina amonio
liasa), UDP (uridin-5’-difosfato), UDP/UFGT (UDP glucosa:flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa) (Modificada de Carbone et al., 2009).

Enseguida se detalla informacion acerca de las enzimas mas relevantes para este
trabajo:
e Fenilalanina amonio liasa (PAL; EC 4.3.1.24), es la primera enzima en la

biosintesis de los fenilpropanoides, cataliza la desaminacion no oxidativa de
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la fenilalanina para formar acido trans-cindmico. Esta presente en todas las
plantas y en algunas se encuentra como una sola enzima, mientras que en
otras como diferentes isoenzimas que pueden estar sujetas a diferentes
regulaciones (Paniego et al., 1999; MacDonald y D’Cunha, 2007).
Cinamato-4-hidroxilasa (C4H; EC 1.14.13.11), pertenece a las
monooxigenasas dependientes del citocromo P450 (Boudet, 2007) y
probablemente este expresada en todos los tejidos vegetales. Su funcion es
catalizar la hidroxilacion en la posicion 4 del anillo aromatico del &cido
cinamico para producir acido p-cumarico y también esta involucrada en la
sintesis de monolignoles.

4-cumaroil-coenzima A ligasa (4CL; EC 6.2.1.12), representa el punto de
entrada para la biosintesis de compuestos fenilpropanoides, asi como para
las proantocianidinas, taninos, flavonoides, isoflavonoides y fitoalexinas.
Cataliza la conversién de acidos hidroxicinAmicos como el 4cido p-cumarico,
acido caféico, acido ferulico y &cido sinapico a sus productos
correspondientes p-cumaroil-CoA, feruloil-CoA y sinapoil-CoA
respectivamente.

Chalcona sintasa (CHS; EC 2.3.1.74), es el miembro mas representativo de
la superfamilia de policétidos sintasa, condensa los precursores activos
malonil CoA y 4-cumaroil CoA para formar naringenina-chalcona (Rivera-
Lépez, 1999). Es activada por un amplio rango de estimulos ambientales y
los genes que la codifican son activados a nivel de la transcripcion (Boss et
al.,, 1996; Clive y Nicholson, 1998). Es importante destacar que la
acumulacion de chalconas en tejidos vegetales no es comudn, ya que son
isomerizadas rapidamente por la chalcona isomerasa a naringenina. Esta
enzima proporciona el paso mas importante que conduce a la formacion de
flavonoides, puesto que cataliza la adicion de tres unidades C2 provenientes
de malonil-CoA a cumaroil-CoA; formando el esqueleto basico de los
flavonoides.

Chalcona isomerasa (CHI; EC 5.5.1.6), cataliza la isomerizacion estéreo

especifica de chalcona a una molécula 2S-flavanona, como la naringenina.
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Flavanona-3-hidroxilasa (F3H; EC 1.14.11.9), es una de las enzimas
nucleares que actua en la bifurcacion de la ruta biosintética de los flavonoides
y cataliza la hidroxilacién del carbono 3 en el anillo C de las (2S)-flavanonas,
como naringenina, para transformarlo en dihidroflavonoles (Kumar et al.,
2016). La enzima, del tipo citocromo P450 hidroxilasa, dirige el flujo de
carbono a la sintesis de antocianinas y leucoantocianidinas (Springob et al.,
2003). Las diferentes hidroxilasas son importantes para la determinacion del
color (rojo-purpura) y la capacidad antioxidante de las diferentes plantas
(Zhang et al., 2003).

Dihidroflavonol-4-reductasa (DFR; EC 1.1.1.219), pertenece a la familia de
las oxidorreductasas, utiliza NADPH como cofactor y cataliza la reduccién de
dihidroflavonoles a sus respectivas leucoantocianidinas, las cuales son
precursoras de la biosintesis de antocianinas y proantocianidinas.
Antocianidina sintasa (ANS; EC 1.14.11.19), es una oxoglutarato oxigenasa
dependiente de hierro que cataliza el penultimo paso en la biosintesis de
antocianinas, a partir de las incoloras leucoantocianidinas a las coloreadas
antocianidinas (Wilmouth et al., 2002). Las leucoantocianidinas son bastante
inestables y se convierten rapidamente en antocianidinas gracias a la ANS.
Flavonol sintasa (FLS; EC 1.14.11.23), cataliza la formacion de los flavonoles
a partir de la instauracion de flavanonas. Esta enzima pertenece a la familia
de dioxigenasas dependientes de oxigeno molecular y 2-oxoglutarato para
su actividad, igual que la FHT (Wellmann et al., 2002). FLS convierte
naturalmente los (2R,3R)-dihidroflavonoles, por ejemplo, dihidrokaempferol,
a sus correspondientes flavonoles (kaempferol).

Leucoantocianidina reductasa (LAR; EC 1.17.1.3), esta involucrada en la
biosintesis de proantocianidinas, ya que cataliza la reduccion de 2R,3S,4S-
flavan-3,4-dioles dependiente de NADPH a 2R,3S-flavan-3-oles. LAR
sintetiza catequina, un compuesto con actividad anticancerigena, a partir de
3,4-cis-leucocianidina. Ademas de la sintesis de proantocianidinas (PAs), la
catequina es un mondémero inicial de los taninos condensados (Tanner et al.,
2003).
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e Antocianidina reductasa (ANR; EC 1.3.1.77), cataliza el punto clave en la
biosintesis de PAs, metabolitos responsables de la pigmentacién café en
semillas (Kovinich et al., 2012).

e Flavonol 3-O-glucosiltransferasa (FGT; EC 2.4.1.91), permite la formacion de
antocianinas a partir de antocianidinas (Cheng et al., 2006). La funcién
primaria en la ruta de los flavonoides, es unir un glucésido en una molécula
de flavonol, formando un flavonol 3-O-glucésido. Los flavonoides que actdan
como sustrato en esta reaccion incluyen quercetina, kaempferol,

dihidrokaempferol y fisetina principalmente.

2.3 LA LUZUV-CY SUS EFECTOS EN LAS PLANTAS

La luz juega un rol esencial en las plantas, ya que provee energia para llevar a cabo
la fotosintesis para la sintesis de azucares y otros compuestos organicos, también
proporciona informacion estacional y temporal para la regulacion del crecimiento y
desarrollo de la planta. Un componente importante de la luz solar es la radiacién
UV, la porcién del espectro electromagnético correspondiente a UV incluye la
longitud de onda larga UV-A (320-400 nm), onda media UV-B (280-320 nm) y onda
corta UV-C (200-280 nm) (Bintsis et al., 2000) (Figura 5). La luz UV-A, al igual que
una pequefia fraccioén de la luz UV-B, pueden atravesar la atmosfera, alcanzar la
superficie de la tierra y ser percibida por las plantas (Matsumi y Kawasaki, 2003);
en cambio, la luz UV-C no alcanza la superficie de la tierra, puesto que la capa de
ozono la absorbe eficientemente. Es por esto, que la mayoria de investigaciones
realizadas en los efectos biolégicos y mecanismos de accién se enfocan en luz UV-
Ay luz UV-B.

l Luz
Rayos X Ultravioleta | visible
100 280 315 400 780

Figura 5. Espectro electromagnético de UV.
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Diversos estudios han demostrado que las plantas tienen al menos cinco tipos de
fotorreceptores sensoriales, para percibir adecuadamente la luz y desencadenar
eventos que optimizan el crecimiento y el desarrollo ademas de prevenir el dafio,
estos receptores son: los criptocromos sensores de luz azul, las fototropinas y los
miembros de la familia Zeitlupe, los fitocromos sensores de la luz roja y el foto
receptor UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS 8) (Tilbrook et al., 2013). Urban et al.,
(2016), sugieren que UVR8 también es un receptor de la luz UV-C, ya que su
espectro de accion sobrelapa la regiéon UV-C o cual podria activar elementos clave
de la cascada de transduccion de sefalizes; entre los que se incluyen varios
factores de transcripcion (TF) como COP1 y MYBF1 que promueven la biosintesis
de flavonoles a través de la expresion de FLS, y factores de transcripcion con el
dominio bHLH, MYB24 y MYBF1l, que promueven la biosintesis de
monoterpenoides (Carbonell-Bejerano et al., 2014). Los mecanismos moleculares
de las plantas en respuesta a la luz UV-A y UV-B que afectan la biosintesis de
antocianinas han sido establecidos; no obstante, para la irradiacion de luz UV-C son

poco conocidos.

2.3.1 Efecto “hormesis” de la luz UV-C como tratamiento para incrementar

la calidad de frutos

En afos recientes, la luz UV ha sido explotada con propdésitos agronémicos, por
proporcionar efectos positivos a cultivos de interés, como lo es la desinfeccion de
frutos frescos cortados y la estimulacién del metabolismo secundario para la
produccion de compuestos de interés, incluyendo aquellos con beneficios para la
salud humana (Ben-Yehoshua y Mercier, 2005; Schenk et al., 2008). Es considerada
una técnica “amigable para el medio ambiente”, por ser un tratamiento simple que
se realiza a bajas temperaturas y es de bajo costo. La radiacion UV tiene mayor
energia que la luz visible y es considerada como no ionizante, afectando solo a
aquellas moléculas que la absorben directamente, como el ADN, las proteinas y los
compuestos fenolicos (Charles et al., 2008). Dentro del espectro UV, la luz UV-C

resulta ser mas efectiva para estos propdésitos agrondémicos, pues al ser de onda
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corta y poseer mayor energia sus fotones, requiere menor tiempo de exposicién
comparada con la luz UV-B a una misma intesidad, donde generalmente la

exposicion abarca horas o dias.

Si bien la luz UV a altas dosis es perjudicial para los seres vivos, a bajas dosis
genera diversos efectos benéficos. Este fendmeno es conocido como “hormesis”, y
se describe como la aplicacion de radiacion potencialmente dafiina en bajas dosis
a organismos vivientes con la finalidad de inducir respuestas de estrés con un efecto
benéfico (Jagadeesh et al., 2009). El tratamiento que se aplica utiliza un equipo
simple que consiste en una lampara de cuarzo embebida con pequefias cantidades
de mercurio. Los tratamientos se han utilizado en dosis con un rango de 0.2 hasta
20 kJ/m?,

El efecto de hormesis en luz UV-C estimula la sintesis de compuestos fenélicos que
juegan un rol importante en la resistencia de las plantas a patégenos (Charles et al.,
2008); por ejemplo, la sintesis de las ligninas y suberinas que se depositan en la
pared celular y sirven como barreras en contra del desarrollo de patégenos, y las
fitoalexinas que son sustancias toxicas para los patdgenos (Windram et al., 2012).
Igualmente, estimula la transcripcion de genes importantes en la defensa de las
plantas, incluidos la fenilalanina amonio liasa, enzima clave que controla la sintesis
de compuestos fendlicos, asi como proteinas relacionadas a patogénesis (PRS)
como la quitinasa (PR3) y la B-1,3-glucanasa (PR2) (El Ghaouth et al., 2003). Por
otra parte, se ha observado que incrementa el potencial “nutracéutico” o “bioactivo”
de algunos frutos (Reyes, 2004), al inducir la biosintesis de diferentes metabolitos
secundarios, como los flavonoides (Jagadeesh et al., 2011; Wu et al., 2017). En la
célula, la absorcion directa de los rayos UV es llevada a cabo por compuestos
organicos con estructuras en forma de anillo, como los compuestos fendlicos. El
aumento en la cantidad de fenoles y flavonoides se ha obtenido en mangos
irradiados con dosis de 2.46 kJ/m? (Gonzéalez-Aguilar et al., 2007) y de 4.93 kJ/m?
en arandanos (Perkins-Veazie et al., 2008). Ademas, el estudio de este efecto ha

permitido el desarrollo de “vinos enriquecidos de estilbenos” y jugos de uva con altas
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concentraciones de resveratrol (Cantos et al., 2001; Gonzélez-Barrio et al., 2009).
El tratamiento de “hormesis” ha permitido también el incremento de carotenoides;
ejemplo, de ello es el incremento de licopeno en jitomates tratados con una dosis
de luz UV-C de 3.7 kJ/m? (Liu, 1993).

Las plantas activan enzimas protectoras cuando la produccion de radicales libres
de oxigeno es estimulada por estrés. Se sabe que la luz UV-C induce la produccién
de especies reactivas de oxigeno y otros oxidantes, desencadenando la activacion
de enzimas depuradoras de éstos. La alta concentracidén natural de acido ascérbico
en la fresa (Tablal), indica que éste puede ser otro factor de proteccién. La actividad
de la ascorbato oxidasa, que oxida el a4cido ascorbico como antioxidante, puede

jugar un papel importante en la proteccidn a estas especies reactivas de oxigeno.

2.3.2 Estudios moleculares relacionados a la biosintesis de flavonoides

en respuestaalaluz UV-C

El metabolismo de las antocianinas se encuentra bajo la compleja regulacion de
diversos genes regulados a nivel transcripcional; ejemplo de ello son los genes de
los TF pertenecientes a la familia MYB (Springob, 2003; Wu et al., 2017). En
Arabidopsis thaliana, se sabe que los genes MYB (PAP) pueden coordinar junto con
proteinas bHLH (TTG1) y activar la biosintesis de antocianinas regulando la
expresion de PAL y la chalcona sintasa (CHS), en conjunto con otros genes
(Borevitz et al., 2000). Del mismo modo, en manzana se ha observado que éstas
regulan coordinadamente la expresion de F3H, DFR, ANS y GT (Lin-Wang et al.,
2009; Brueggemann, 2010). No obstante, las respuestas a nivel transcripcional de
los genes estructurales del metabolismo de las antocianinas al tratamiento con UV-
C, permanecen poco estudiadas. Se ha demostrado que los TF de la familia MYB
son inducidos en respuesta a la luz UV-C en col roja (Wu et al., 2017) y que la
acumulacion de antocianinas como respuesta al tratamiento, parecen ser
transitorias con los efectos beneficiosos disipados con el tiempo, como se ha
observado en los arandanos (Costa et al.,, 2006). A nivel traduccional se ha

observado el incremento de la actividad de PAL en distintos frutos irradiados como
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uva (Liu et al., 1993), fresa (Nigro et al., 2000) y durazno (El Ghaouth et al., 2003).
Sin embargo, no se ha establecido si la actividad de PAL es atribuida a una sintesis
de novo o a la induccidn de una enzima preexistente. Se han descrito al menos 6
miembros de la familia de genes de PAL en fresa (Amil-Ruiz et al., 2011), como
parte del equipo de genes de defensa de la planta (FaPAL1, FaPAL2, FaPALS3,
FaPAL4, FaPALS y FaPAL®G).

2.3.3 lIrradiaciéon luz UV-C en fresa

El efecto de la irradiacion de luz UV-C depende del cultivar y las condiciones de
cultivo de los frutos. En F. x ananassa D. se ha evaluado el efecto en diversos
cultivares y de manera general, se ha observado el retraso en la maduracién de los
frutos una vez expuestos a diferentes dosis de irradiacion. Por ejemplo, en dosis de
4.1y 6.9 kdJ/m? para el cv. Seascape (Pan et al., 2004), los frutos mostraron menos

enrojecimiento superficial.

El tratamiento con luz UV-C también aumenta el contenido de compuestos
nutracéuticos, como las antocianinas y compuestos fenélicos en algunos cultivares
(Tabla ). Para las antocianinas, el incremento se ha reportado en el cultivar Camino
Real (Ayala-Gil, 2011; Pombo et al., 2011). No obstante, existen cultivares, como
Seascape (Pombo et al., 2004) y Camarosa (Pombo et al., 2004; Allende et al.,
2007), en donde la cantidad de antocianinas de los frutos tratados con UV-C es
similar a los controles; e inclusive hay cultivares en donde el tratamiento causa una
disminucién de dichos compuestos (Erkan et al., 2008). EI comportamiento de los
compuestos fendlicos, es similar a las antocianinas; la variedad Seascape no
presenta diferencia en la cantidad total de compuestos fendlicos y para ‘Camarosa’
el uso de luz UV-C la redujo significativamente.
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Tabla Il. Efectos de la luz UV-C (254 nm) en frutos post cosecha de F. x
ananassa.
Cultivar Dosis U_V_C Incremento Referencia
(kJ m)
. -50% tos fendli .
Camino Real 2.4 30-50% Compuestos fenolicos y Ayala-Gil (2011)
antocianinas
- 0, Ali
Aroma 4 15-20% Compu.est.os fenolicos y Pombo et al., (2011)
antocianinas
-20, Ali
Camarosa 2.82 1-2% Compuestos fendlicos y Allende et al., (2007)
antocianinas
0-1% Antociani disminucié
Allstar 0.43-4.30 o Anfoclaninas y disminucion en g o et al., (2008)
compuestos fendlicos
Seascape 4.1 0% Pan et al., (2004)
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IIl. JUSTIFICACION

La exposicion de frutos de fresa a la luz UV-C incrementa metabolitos que tienen un
impacto favorable en la salud de los humanos. Sin embargo, el mecanismo de
regulacion genética que controla la sintesis, tipos y cantidades de metabolitos en

Fragaria x ananassa cv. Camino Real esta poco estudiado.
IV. HIPOTESIS

La iluminacién de luz UV-C provoca cambios en el nivel de expresion de genes

implicados en la sintesis de flavonoides en Fragaria x ananassa cv. Camino Real.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar los cambios en los niveles de expresion de genes implicados en la
sintesis de flavonoides en el fruto de fresa F. x ananassa cv. Camino Real sometida
a iluminacién UV-C postcosecha.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar si existe efecto de la luz UV-C sobre las concentraciones de
flavonoides, antocianinas y la capacidad antioxidante en el fruto de la fresa
F. x ananassa cv. Camino Real, estimuladas con luz UV-C.

2. ldentificar el nUmero de integrantes de las familias de genes relacionados en
la biosintesis de flavonoides en F. x ananassa cv. Camino Real.

3. Determinar los perfiles de expresion de los genes de biosintesis de
flavonoides en F. x ananassa cv Camino Real en respuesta a la irradiacion
con luz UV-C.

4. Evaluar la actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) y de la

ascorbato oxidasa (AAO) en respuesta al estimulo con luz UV-C.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biologico estuvo constituido de frutos de fresa cv. Camino Real obtenidos
de una plantacion de campo de fresa ubicada en la regién de Irapuato, Guanajuato,
en el que se utilizo la técnica de invernaderos. Los frutos fueron seleccionados en
ausencia de dafio, uniformidad de tamafio y mostraban un color rosado-rojo en por
lo menos % partes de su superficie. Se colectaron cerca de 50 frutos en junio del
2016.

6.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

6.2.1 Determinacién de peso, tamafo, pH, °Brix, turbidez, claridad y

proteinas del fruto.

- Determinacion de peso y tamafio
Los frutos de fresa que fueron seleccionados se desinfectaron con 3 ppm de cloro
comercial (CLORALEX) y el exceso de agua se retiré con toallas de papel. Después,
fueron pesados en una balanza (Scout Proo, OHAUS) y su tamafio se determin6
con el uso de un vernier. Posteriormente, se realizo el corte del peddnculo con un

cuchillo y se volvieron a pesar los frutos en la balanza.

- Determinacién del pH
Para la determinacion del pH y solutos totales, los frutos de fresa fueron licuados en
un homogeneizador de tejidos durante 2 minutos a 22°C. El pH de las muestras se
midio a partir del licuado obtenido mediante el uso de un potenciometro (Thermo
Scientific) a 23°C, previamente calibrado con soluciones amortiguadoras a pH de
4.0,7.0y11.0.
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- Determinaciéon de sélidos solubles totales
Los sdlidos solubles se midieron a partir del homogeneizado obtenido y se
determinaron los indices de refraccion en un refractometro MASTER-H 2354-E04

(escala de 0.0-50.0%) a 22°C. Todos los valores fueron reportados como °Brix.

- Determinacién de turbidez y claridad
La turbidez de los frutos de fresa se determind a 610 nm utilizando el
espectrofotometro de UV-VIS (Multiskan go, Japdn). La absorbancia se obtuvo en
relacion al agua destilada, y su respectiva turbidez se calcul6 utilizando la siguiente
formula
Transmitancia (T) = 100 x (10-4s)
donde Abs es la absorcion a una longitud de onda de 610 nm, y
Turbidez = 100 -T

donde T es la transmitancia a 610 nm.

Para determinar la claridad, se licuaron 10 g de fresa en un homogeneizador
industrial, posteriormente se centrifugaron 2 mL del homogenado a 2,500 x g por 10
minutos. Se recolectd el sobrenadante y se cuantificd la transmitancia entre 400 y
800 nm utilizando un espectrofotometro UV-VIS. En cada caso se utiliz6 agua
destilada como estandar de referencia. Un alto porcentaje de la transmitancia se

correlacion6 con una alta claridad del jugo en las muestras.

- Determinacion de proteinas
La concentracion de proteinas totales del fruto entero se estimd a partir del extracto
obtenido de 500 mg de fruto de fresa previamente molido en N2 liquido en tubos de
2 mL. Posteriormente, se resuspendid en 850 uL de buffer de extraccién (100 mM
de solucion de fosfato de potasio, pH 8.0; polivinilpolipirrolidona 1% (w/v) y 1.4 mM
B-mercaptoetanol). Después se centrifugé a 15,000 rpm por 15 min a 4°C, y el
sobrenadante total se utilizo (Trotel-Aziz et al., 2006). Las proteinas se determinaron

utilizando el método de Bradford (Bradford 1976) con Azul de Coomassie (Sigma-
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Aldrich) y albumina sérica bovina (BSA) como estandar. La curva estandar y
cuantificacion de la muestra se realiz6 en placas de 96 pozos de acuerdo a lo
descrito por el proveedor. Se prepararon muestras de BSA en un rango de 0.1-0.30
mg/mL en agua destilada estéril (de), se agregaron 5 pL de los estandares
preparados o de la muestra en las placas de 96 (Nunc, Sigma, EUA) y para los
blancos se utilizaron 5 puL de buffer de fosfatos. Posteriormente, se afiadieron 250
uL del reactivo de Bradford, la mezcla se agité durante 30 segundos, se incubd 5
minutos a temperatura ambiente y se cuantificé la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro de UV-VIS (Multiskan go, Japon) utilizando blanco como
referencia. La curva estandar se obtuvo mediante un graficé de absorbancia vs. ug
de BSA (Anexo 1). El contenido de proteinas totales en cada muestra desconocida

se determin6 mediante este grafico.

La valoracion de las propiedades fisicoquimicas, fue realizada a partir de 5 lotes de

3 muestras por lote para un total de 15 lecturas.

6.3 TRATAMIENTO CON LUZ UV-C

Una vez que los frutos de fresa se pesaron y desinfectaron, se seleccionaron 15
frutos que presentaron peso homogéneo, se dividieron en cinco grupos
representados por 3 fresas cada uno. Posteriormente, los frutos se cortaron en
rebanadas de 1 cm con ayuda de un cortador de fresa comercial (Metaltex,
Holanda). Cada grupo, se dividié en dos partes, donde el primer grupo represento
las muestras control y el segundo se sometié al proceso de irradiacion. Los dos
grupos, se colocaron en charolas de plastico (17 x 25 cm), las cuales se introdujeron
en dos cajas que contenian cuatro lamparas fluorescentes de luz UV (TecnolLite
615T8) colocadas de forma horizontal en la parte superior e inferior de la caja. Para
las muestras control, no se encendieron las lamparas, pero se mantuvieron en la
caja cerrada. Al grupo representado por las fresas tratadas se le sometié a
irradiacion con una dosis de 2.0 kJ/m?s, la cual se determiné de acuerdo a la

siguiente formula:
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D=1*t
La intensidad de las lamparas se determin6 con fluxédmetro y el tiempo requerido
para alcanzar la dosis fue de 14 minutos. Esta dosis ya se habia establecido
previamente como la Optima para alcanzar los maximos niveles de flavonoides en
esta variedad de fresa (Ayala-Gil, 2011). Inmediatamente después del tratamiento,
los frutos control y tratados, se maceraron en nitrogeno liquido (N2 liquido) y se

almacenaron a -70°C.

6.4 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos fueron extraidos segun Ayala-Gil (2011), a partir de 100
mg de cada muestra, previamente molida con N2 liquido. El tejido se coloc6 en un
recipiente de vidrio, de aproximadamente 5 mL de capacidad, y se le adicionaron 2
mL del buffer de extraccion [metanol acidificado al 0.05% con &cido trifluoroacético;
agua: acetona (40:60 v/v)]. Se mantuvo en oscuridad y agitacion constante durante
dos horas. Posteriormente, se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se concentré en un rotavapor (BUCHI 461, Alemania) a 37°C. Todo
el procedimiento fue llevado a cabo en condiciones de oscuridad, para evitar la

fotooxidacién de los compuestos.

6.5 HIDROLISIS ACIDA DE LOS EXTRACTOS PARA LA DETERMINACION
DE ANTOCIANINAS, COMPUESTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para la cuantificacibn de antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides y
capacidad antioxidante, se realizd previamente un proceso de hidrolisis acida a los
extractos de compuestos fendlicos obtenidos anteriormente. La hidrdlisis fue llevada
a cabo de acuerdo con lo establecido por Ayala-Gil (2011) en condiciones de luz
reducida. Por cada mL de extracto se le adicioné el doble del volumen (2 mL) de
HCI 2 N, y se dejo en ebullicion durante 1 hora. Después, las muestras se incubaron

en hielo por 15 minutos, se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C y se recupero el
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sobrenadante. Se extrajeron los compuestos con 1 mL de acetato de etilo en cuatro
ocasiones. Posteriormente se concentro en el rotavapor y se recuperd con 2 mL de
metanol. A partir de este extracto, se realizo la cuantificacion por espectrofotometria
de los diferentes compuestos utilizando el espectrometro Multiskan Go (Thermo
Scientific, EUA) y placas Nunc de poliestireno de 96 pozos (Sigma, EUA). La
cuantificacion de las muestras se realizo por triplicado y se utilizaron curvas de

calibracion para la determinacion del contenido de cada compuesto (Anexo 1).

6.5.1 Determinacion del contenido total de antocianinas

La cuantificacion de antocianinas se realiz6 por medio del método de pH diferencial
(Cheng y Breen, 1991) y como estandar se emplearon diferentes concentraciones
de pelargonidina, a partir de una solucion de 1 mg/mL. Se utilizaron 300 uL del
extracto hidrolizado, al cual se le adicionaron 700 pL del buffer A (cloruro de potasio
2.5 mM, pH 1.0) o buffer B (acetato de potasio 400 mM, pH 4.5), y se agit6 en vortex
por 10 s. Finalmente, se midié la absorbancia a 510 y 700 nm con respecto al blanco
(metanol en sustitucién del extracto). La absorbancia se determind utilizando la
siguiente formula:
Absorbancia = (As10 — A700)pH 1 — (As10 — A700)pH 4.5

El total de antocianinas se expres6 como mg de pelargonidina/100 g de peso fresco.

6.5.2 Determinacién del contenido total de compuestos fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos se determind de acuerdo al procedimiento
establecido por Sinkard y Singleton (1997) utilizando el reactivo Folin Ciocalteau;
para lo cual se utilizaron 100 uL del extracto hidrolizado y se les adicionaron 500 pL
del reactivo Folin Ciocalteau 1 N (Sigma, EUA). La mezcla se mantuvo en agitacion
durante 5 minutos; después se adicionaron 400 pL de carbonato de sodio 7.5%
(p/v), se agitdé en vortex por 10 segundos y se incub6 durante 90 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Como estandar se utilizaron diferentes

concentraciones de acido gélico (Sigma) de una solucién de 1 mg/mL en metanol
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puro. Posteriormente, se midid la absorbancia a 765 nm con respecto al blanco
(agua destilada estéril por el reactivo de Folin y metanol en sustitucion del estandar).
Los compuestos fendlicos totales se expresaron como mg de acido galico/100 g de

peso fresco.

6.5.3 Determinacion de flavonoides

Para la cuantificacion de compuestos fendlicos se utilizé el método colorimétrico de
cloruro de aluminio descrito por Woisky y Salatino (1998). Se utilizaron 500 pL de
las muestras por triplicado, se adicionaron 460 uL de metanol puro, 20 yL de cloruro
de aluminio al 2% y 20 uL de acetato de potasio 7.5%. La mezcla se agitd en vortex
durante 15 segundos y se incubé en la oscuridad durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se transfirieron 200 pL a una placa de 96 pozos y se
midio la absorbancia a 450 nm con respecto al blanco (agua destilada estéril y
cloruro de aluminio al 2%); como referencia se utiliz6 una solucién “stock” de 1

mg/mL de quercetina en metanol puro.

6.5.4 Determinacién de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determin6 por el método del DPPH (2,2-difenol-1-
picrilhidrazilo) segun (Brand-Williams et al., 1995) utilizando como compuesto
antioxidante Trolox (acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
(SIGMA, EUA). Primero, se preparé una solucion de 3.9 mg de DPPH en 100 mL
de metanol al 80% en agua destilada. Se agregaron 900 uL de esta mezcla a 100
uL del extracto y como blanco de referencia se utilizaron 100 pL de metanol al 80%.
Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 120 minutos en
oscuridad y se midi6 la absorbancia a 517 nm. La absorbancia se determind con la

siguiente formula:

Absorbancia = (Ablanco - Amuestra)
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El total de capacidad antioxidante se expres6 como mM de Equivalente Trolox o

ET/100 g de peso freso.

6.6 EXTRACCION DE ARN TOTAL

El ARN total fue extraido siguiendo el protocolo descrito por Tzanetakis y Martin,
(2008), a partir de 100-200 mg de tejido previamente molido con N2 liquido. El tejido
se coloco en un mortero frio y se le adicionaron 500 uL de buffer de extraccién (200
mM Tris HCI, pH 8.5; 300 mM cloruro de litio; 1.5% dodecilsulfato de litio; 10 mM
EDTA; 1% desoxicolato de sodio; 2% polivinilpirrolidona; 1% Tergitol NP-40) con
1% de B-mercaptoetanol, y se obtuvo una pasta homogénea con ayuda de un pistilo.
Posteriormente, la pasta se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se
adicionaron 500 pL mas de buffer de extraccion con B-mercaptoetanol. La mezcla
se centrifugé a 13,000 rpm durante 20 minutos, y 600 uL del sobrenadante se
transfirieron a un tubo de 2 mL que contenia 600 pL de acetato de potasio 6 M. Se
centrifugd nuevamente a las condiciones antes mencionadas, y se recuperaron 750
uL del sobrenadante, los cuales se transfirieron a un tubo de 1.5 mL que contenia
el mismo volumen de isopropanol. Se mezcl6é por inversién y se centrifugd, se
decant6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 500 pL de buffer de lavado
(10 mM Tris HCIl, pH 7.5; 0.5 mM EDTA; 50 mM NaCl y 50% de etanol),
posteriormente se adicionaron 25 L de la preparaciéon de silica/milk glass (Rott et
al., 2001) y se centrifug6 a 5,000 rpm por 10 s. La pastilla formada se lavo dos veces
con el buffer de lavado centrifugando a 13,000 rpm por 30 s. Al finalizar, la pastilla
se secl a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 min y se resuspendi6
en 150 pL de buffer TE, después se incub6 a 70°C por 5 minutos y se centrifugo a
13,000 rpm por 1 minuto. Finalmente, 100 pL del sobrenadante se transfirieron a un
tubo de 1.5 mL y se almacenaron a -80°C hasta su uso. La silica/milk glass se
preparé de la siguiente forma: se afladieron 60 g de particulas de silice (Sigma
S5631) a 500 mL de H20 destilada estéril, se mezcl6 bien y se dejo reposar por 24
h. Se descartaron 470 mL del sobrenadante y se agregaron otros 500 mL de H20
destilada estéril, se mezclo bien y se dejo reposar otras 5 h. Se descartaron 440 mL
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del sobrenadante y la suspension restante de 60 mL se ajusté a pH 2.0 con HCI. Se
esterilizo en autoclave y se almacend en una botella oscura a temperatura ambiente.
Se pueden preparar alicuotas en tubos eppendorf de 1.5 mL para su
almacenamiento a 4°C durante varios meses.

Una vez finalizada la extraccion, se verificd la integridad del ARN por medio de
electroforesis en gel de agarosa y visualizado con luz ultravioleta mediante Gelred
(Biotium, EUA). La integridad se determindé a través de las bandas de ARN
ribosomal (18S y 28S), la concentracion y pureza fueron determinadas por
espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA).

6.7 SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNc)

La sintesis de la primera cadena de ADNc fue realizada a partir de 100-200 ng de
ARN total previamente tratado con DNasa | (Thermo Scientific, EUA) utilizando el
kit de retro-transcripcion SuperScript IlI First-Strand Synthesis System (Invitrogen™)
de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La mezcla de reaccion fue la
siguiente: 3 uL ARN tratado con DNase |, 1uL Oligo dT, 1 pL dNTPs (10 mM) y
aforar a 12 puL con agua destilada estéril; posteriormente se incub6 a 65°C por 5 min
e inmediatamente después en frio por 2 min. Después se afiadié a la mezcla 4 uL
de buffer de reaccion, 2 yL 0.1M DTT, 1 pL de RNase OUT y 1 pyL SuperScript Il1.
Esta reaccién se incub6 a 55°C por 50 min, y se inactivo a 70°C por 15 min.

La amplificaciébn del gen enddgeno de p-actina (LC017712.1), se utilizé para
corroborar la sintesis de ADNc. Para cada muestra de ARN, la sintesis de ADNc se
realiz6 dos veces, y los productos se mezclaron antes de los estudios de expresion

génica.

6.8 SELECCION DE LOS GENES DE INTERES PARA ANALISIS qPCR

Las secuencias de los genes de biosintesis de flavonoides fueron obtenidas

mediante la busqueda por nombre del genoma de referencia de Fragaria x ananassa
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en la base de datos Rosaceae Database (https://www.rosaceae.org )y NCBI. Todas

las secuencias se analizaron manualmente para confirmar la presencia de los
dominios utilizando los programas MOTIF Search e InterPRoScan

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/ ).

6.9 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para la cuantificacion de la expresion mediante gPCR, se disefiaron
oligonucledtidos siguiendo la metodologia descrita por Thornton y Basu (2011). De
manera general, los oligonucleotidos se disefiaron utilizando las herramientas

bioinformaticas Primer3 (http://biotools.umassmededu/bioapps/primer3 www.cai),

Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com), UNAFold

(http://www.idtdna.com/UNAFold) y Oligo Evaluator

(http://www.oligoevaluator.com). Los oligonucleétidos se eligieron y validaron in

silico  utilizando el programa  Primer  BLAST-analysis  especifico
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cq).

Los genes de referencia candidatos para la normalizacion de la expresion relativa
18S-ARNr, actina y GADPH fueron validados utilizando el método de geNorm
(version 3.5).

6.10 PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (gPCR)

Para el andlisis de RT-gPCR, se extrajo ARN total del material vegetal como se
describe en la seccion 6.8, y se sintetizé ADNc como se describio en la seccién 6.9.
La cuantificacion de la expresion génica mediante gPCR se realiz6 a partir de 100
ng de ADNc sintetizado diluido con agua de. La amplificacion se llevé a cabo en
placas de 96 pozos en el equipo PikoReal™ Real-Time PCR System (Thermo
Scientific, EUA) utilizando EXPRESS SYBR GreenER gPCR Supermix (Bio-Rad)

como indicador de la amplificacién bajo las condiciones mostradas en la Tabla .
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Tabla Ill. Condiciones utilizadas para qPCR

0
Desnaturalizacion 95°C !oor ° 1X
min
Desnaturalizacion  95°C por 30 s 5
Anillamiento 60°C por 30 s

Las reacciones de PCR se realizaron en cuatro réplicas técnicas de cada muestra.
Para cada reaccion de PCR se emple6 un volumen total de 10 pL que contenia 4
puL de SYBR Green, 1 pL de ADNCc diluido (100 ng), 1 yL de cada oligonucledtido y
3 UL de agua destilada estéril. La especificidad del producto fue verificada con una
curva de disociacion después de los 40 ciclos en un rango de 55-98°C
incrementando gradualmente 0.5°C cada 3 s. Todos los ensayos incluyeron dos
controles: a) sin templado y b) sin enzima.

Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando el 222CT (Livak y

Schmittgen, 2011) donde AACT representa:

AACT = ACT,t - ACT,C
ACr¢ = Cpgr — Crrr

ACT,c = CT,Gc - CT,RC

Cr.eT: Ciclo umbral del gen de interés con tratamiento
Crrr: Ciclo umbral de los genes de referencia con tratamiento
Cr.cc: Ciclo umbral del gen de interés en condiciones control

Cr.re: Ciclo umbral de los genes de referencia sin tratamiento

Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando la media aritmética de dos
genes enddgenos: FaActina (B-actina, LC017712.1) y FaGADPH (GADPH,
AB363963.1). Todos los ensayos de amplificacion se realizaron por cuadruplicado
para cada uno de los genes empleados.

La expresion relativa de cada gen se normalizé por la resta del valor ciclo umbral

(CT) correspondiente y usando el método comparativo AACT.
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6.11 3’RACE

Para identificar los extremos 3’ de los genes FaPAL, FaC4H, Fa4CL, FaFLS,
FaDFR, FaLAR y FaCHS, se utilizo el kit 5-3' RACE (Invitrogen, EUA). Las
secuencias de los oligonucleotidos izquierdos especificos utilizados de los
diferentes genes se muestran en el Anexo 7 y el Oligo d(T) Anchor Primer como
oligonucledtido reverso. La sintesis se realiz6 con las recomendaciones por el
fabricante, a partir de 1 pL de ADNc de frutos maduros de fresa tratados con luz
UV-C (seccidn 6.5). Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados con
el kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare,
Reino Unido), bajo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos purificados se
introdujeron en el vector pCR4/TOPO (Invitrogen, EUA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Una vez obtenida la ligacién del vector con el
inserto, se procedio a transformar las células de E. coli TOP10 quimiocompetentes
con la mezcla. El cultivo se inoculé en medio agar LB con 100 pg/mL de ampicilina
y se incubd a 37°C durante 12 horas. Las colonias obtenidas, se verificaron por PCR
y aquellas positivas se inocularon en medio LB liquido con 100 pg/mL de ampicilina
y se incubaron a 37°C durante 12 horas. A partir de este cultivo, se extrajo el
plasmido utilizando el kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, EUA). Los
plasmidos se mandaron secuenciar de tal manera que flanqueara al fragmento de
PCR obtenido; y a las secuencias obtenidas se les realiz6 una comparacion de
nucledtidos con contra la base de datos Gene-Bank (NCBI) para encontrar

similaridad con las secuencias de cada gen.
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6.12 SECUENCIACION DE ADN

Todos los fragmentos de ADNc obtenidos en este trabajo, se mandaron secuenciar
a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM, en Cuernavaca, Morelos.

6.13 ENSAYOS ENZIMATICOS

6.13.1 Actividad enzimatica de PAL

La preparacion del extracto crudo enzimético para la determinacion de la actividad
de PAL, fue realizada segun Trotel-Aziz et al., (2006) y de acuerdo al protocolo
descrito en la seccion 6.4.3. Para determinar la actividad de PAL, se cuantifico la
formacion de acidos cinamicos como fuera descrito por Aziz et al., (2006). Se
tomaron 150 pL del extracto por triplicado y se colocaron en un tubo eppendorf de
1.5 mL, al cual se le adicionaron 850 pL de fenilalanina 10 mM en buffer de boratos
pH 8.0. Posteriormente, se adicionaron 300 pL de la mezcla de reaccion (extracto
crudo + fenilalanina) y se introdujo en un lector de placas (Multiskan go, Thermo
Scientific, EUA) a una temperatura de 30°C. Se tomaron lecturas a una absorbancia
de 280 nm por 90 minutos en intervalos de 5 minutos. La absorbancia se midié con
respecto al blanco (extracto crudo en la mezcla de incubacion). Para determinar la
concentracion, se realizé una curva de calibracién del &cido trans-cinamico (Anexo
1).

6.13.2 Actividad de ascorbato oxidasa

Para obtener el extracto enzimatico crudo de ascorbato oxidasa, se pesaron 200 ug
de fruto de fresa previamente molido en N2 liquido y se resuspendié en 1 mL de
buffer de fosfatos (pH 6.5). Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 3,000 x g por

15 min a 4 °C, y los sobrenadantes totales se utilizaron como extracto crudo
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enzimatico. La determinacion de la actividad enzimatica, se realizé a partir de la
cuantificacion del consumo de oxigeno durante la oxidacion del acido ascorbico, de
acuerdo a Nakano y Asada (1981). Se tomaron 50 pL del extracto y se colocaron
en una placa de 96 pozos, se adicionaron 150 pL del buffer. Posteriormente, la placa
se colocod en el lector (Multiskan go, Thermo Scientific, EUA) a temperatura
ambiente. Se tomaron lecturas a una absorbancia de 265 nm por 5 min en intervalos
de 30 s. La absorbancia se midi6 con respecto al blanco (extracto crudo en la mezcla
de incubacion), y el coeficiente de extincién molar utilizado fue de 760 mM-tcm™.

Las actividades especificas de las enzimas se expresaron como unidades (U) mg
de proteina. El contenido de proteina de los extractos enzimaticos se determind por

el método de Bradford (Sigma-Aldrich), utilizando BSA como estandar (Anexo 1).
6.14 ANALISIS ESTADISTICOS
El analisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el software R con sus

respectivos paquetes estadisticos (R Development Core Team, https;//www.r-
project.org/)
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VIl. RESULTADOS

7.1 Relacién en el contenido de flavonoides en aquenios y receptaculo de
F. x ananassa Duch cv. Camino Real

De las seis variedades de F. x ananassa D. que se cultivan y comercializan en
México, principalmente en la region de Guanajuato, se evalud la respuesta a la luz
UV-C en la variedad Camino Real. La seleccidon se realizé con base a estudios
previos en el laboratorio, los cuales demuestran que a una dosis de irradiacion de
2.0 kJ/m?, el fruto maduro de esta variedad aumenta la cantidad de compuestos
nutracéuticos especificamente flavonoides (Ayala-Gil, 2011). Para determinar si
este aumento era constante en las diferentes partes del fruto (aquenios y
receptaculo), primero se determiné la contribucion porcentual de las antocianinas,
los compuestos fendlicos, los flavonoides y la capacidad antioxidante en los
aquenios y receptaculo (Figura 6).

__100 -
X
s 80 - 46.61
=)
c
3 60 -
5 93.7
o
c 40 -
0
2 53.39
2 20 38.1
-
g 6.3 12.44
o O '
C. Fenolicos Flavonoides Antocianinas DPPH
Totales Totales

OAquenios EReceptaculo

Figura 6. Contribucion porcentual (%) de los compuestos fendlicos totales,
flavonoides totales, antocianinas totales y capacidad antioxidante (DPPH) en los
extractos de aquenios y el receptaculo en frutos maduros de F. x ananassa cv.
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Camino Real. La contribucion se calcul6 tomando en cuenta el 100% del fruto entero
utilizando el promedio de tres réplicas bioldgicas con cinco réplicas técnicas.

El peso promedio de los frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real utilizados
fue de 5.483 + 0.272 g y los aquenios representaron el 1.11% del peso fresco total
(0.818 + 0.128 g). En peso seco, los aquenios contribuyeron al 11.1%, considerando
gue el contenido de agua en el fruto fresco era del 90%. El receptaculo contribuyo
con la mayor parte de las antocianinas (93.7%), los compuestos fendlicos totales
(61.9%) y la capacidad antioxidante (87.56%); sin embargo, para el caso de los
flavonoides totales, la distribucién fue muy similar tanto en los aquenios (53.39%)

como en el receptaculo (46.61%).

7.2 Tratamiento de irradiacion con luz UV-C en frutos maduros de fresa

El tratamiento de irradiacién con luz UV-C se realiz6 conforme al experimento
descrito en la seccién 6.3. Brevemente, los frutos enteros se cortaron en rebanadas
de 1 cm y se dividieron en dos grupos; donde el primer grupo represento las
muestras control y el segundo se sometié al proceso de irradiacion con una dosis
de 2.0 kJ/m?s alcanzada a los 14 minutos de exposicion con luz UV-C. Para las
muestras control, no se encendieron las lamparas, pero se mantuvieron en la caja
cerrada el mismo tiempo que los frutos tratados. Una vez alcanzado el tiempo, las
muestras se sumergieron inmediatamente en N2 liquido, se trituraron y se
almacenaron a -80°C, en un periodo no mayor a 6 meses hasta realizar la
determinacioén de las propiedades fisicoquimicas.

Los procesos fisiolégicos y bioquimicos son afectados significativamente por la
irradiacion con luz UV; es por ello que se analizaron algunas propiedades
fisicoquimicas, pH, solutos totales (°Brix), turbidez y claridad. Ademas, se confirmo
el aumento significativo (p<0.05) en el contenido de antocianinas, compuestos
fendlicos y flavonoides totales, asi como la capacidad antioxidante en los extractos
de frutos maduros (Tabla 1V). El tratamiento no provoc6é cambios estadisticamente
significativos (p>0.05) en el valor de pH y solutos totales, pero si en la turbidez y la

claridad, dos propiedades relacionadas con el color.
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Tabla IV. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas en los frutos maduros
de F. x ananassa cv. Camino Real irradiados con luz UV-C.

Tratamiento

Parametro Control Uv-C
pH 3.37+0.06 a 3.38+ 0.08 a
Solutos totales, °Brix 7.87+0.22 a 8.10+ 0.25 a
Turbidez, T 51.10+1.11b 58.45+0.82 a
Claridad, %T 6.34+0.12 a 2.90+0.91b
Antocianinas Totales 2 22.46+2.48 b 34.36+ 2.41 a
Compuestos Fendlicos Totales ? 240.74+ 497 b 278.45+ 7.63 a
Flavonoides Totales ¢ 105.51+3.39 b 140.52+ 3.39 a
Capacidad antioxidante ¢ 121.12+10.99 b 159.69+ 8.63 a

ag| contenido de Antocianinas Totales se representa como mg de pelargonidina/100 g de pf del fruto.
bCompuestos Fendlicos Totales (mg de acido galico/100 g de pf del fruto). cFlavonoides Totales (mg
de quercetina/100 g de pf del fruto). Capacidad Antioxidante (mM ET/100 g de peso fresco). Los
valores son el promedio de 5 réplicas + DE. Letras diferentes en cada uno de los parametros
determinados, denotan diferencias significativas de las medias entre tratamiento de acuerdo a la
prueba estadistica de Tukey p<0.05.

En promedio, el incremento en antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides,
debido al tratamiento con luz UV-C fue de 52.9, 15.6 y 33.2%, respectivamente. La

capacidad antioxidante también aumentd 31.8% en los frutos tratados.

7.3 Efecto de laluz UV-C en el contenido de proteinas totales

Algunas propiedas bioguimicas, incluida el contenido de proteinas totales, son
afectadas significativamente por la irradiacion con luz UV. El aumento en el
contenido de proteinas totales como producto de la sintesis de enzimas y proteinas
de defensa ha sido observada en frutos tratados con luz UV-C, aunque tambié se
ha reportado una disminucion de esta cantidad, debido a la degradacion de
proteinas. Es por ello, que se evalu6 el contenido de proteinas totales en las
diferentes partes del fruto, y a diferentes tiempos de incubacién después de la
irradiacion con luz UV-C.

La Figura 7 representa el cambio del contenido de las proteinas totales en el fruto
de fresa seguido del tratamiento con luz UV-C. El tratamiento con luz UV-C

incrementd significativamente (p<0.05) el contenido de proteinas totales en frutos
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maduros de F. x ananassa Duch. cv. Camino Real. El contenido aument6 de 1.829
a 3.511 mg/g pf. Ademas, se observé que durante el tiempo de incubacidn posterior
al tratamiento con luz UV-C, el contenido total de proteinas disminuyé gradualmente

de manera significativa.

CTL:  Control

Uv-C: UV-C

UV-C8: UV-C, 8 minutos
UV-C20: UV-C, 20 minutos
UV-C40: UV-C, 40 minutos
b UV-C60: UV-C, 60 minutos
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Figura 7. Efecto del tratamiento con luz UV-C en el contenido total de proteinas en
frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real. Los valores representan el
promedio de tres réplicas, las barras indican la desviacion estandar y las letras
diferentes denotan diferencias significativas entre tratamiento (ANOVA-Tukey)
p<0.05.

En los aquenios y el receptaculo de los frutos evaluados se observé un incremento
en el contenido de proteinas totales de 4.79 a 7.35 mg/g de pf en aquenios y de

4.66 a 6.28 mg/g en el receptaculo.
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Figura 8. Efecto del tratamiento con luz UV-C en el contenido total de proteinas en
diferentes 6rganos (aquenios y receptaculo) con y sin tratamiento de irradiacion de
luz UV-C: control (CTL) y UV-C en frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino
Real. Los valores representan el promedio de tres réplicas, las barras indican la
desviacion estandar y las letras diferentes denotan diferencias significativas entre
tratamiento (ANOVA-Tukey) p<0.05.

7.4 Efecto de laradiacion UV-C en la cantidad de antocianinas, compuestos
fendlicos, flavonoides totales y la capacidad antioxidante en aquenios

y receptéculo del fruto de fresa

El efecto de la radiaciéon UV-C en el fruto de F. x ananassa Duch. cv. Camino Real
en la concentracion de las antocianinas, los compuestos fendlicos totales, los
flavonoides, y la capacidad antioxidante del fruto se estudiaron en los aquenios, el
receptaculo y el fruto entero con el fin de determinar si el tratamiento de irradiacion
tenia el mismo efecto en las diferentes partes del fruto (aquenios y receptaculo).

Los aquenios y el receptaculo, mostraron un incremento significativo en las
antocianinas y flavonoides totales después del tratamiento de irradiacion con luz

UV-C (p<0.05) como se muestra en la Tabla V.
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El incremento en el contenido de compuestos fendlicos totales se observé tanto en
los aquenios como en el receptaculo. Sin embargo, el aumento fue mayor en los
aguenios comparados con el receptaculo y el fruto entero. La capacidad
antioxidante en los aquenios y el receptéaculo, también mostré un aumento, pero en

este ultimo el cambio no fue estadisticamente significativo (p>0.05).

Tabla V. Contenido de antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante en aquenios y receptaculo de F. x ananassa cv. Camino
Real con y sin tratamiento de luz UV-C.

Control uv-C
Compuesto i _ i _

Aguenios Receptaculo  Aquenios Receptaculo

Antocianinas Totales® 18.4+25b 342+44a 31.2+2.4a 48.7+4.5 a
b

Compuestos Fendlicos® ) ;45 146.6+22a 1459+139a 241.7+20 a
Totales
Flavonoides Totales® 28.2+1.7b 100.1+9.2a 43.7+3.4a 156.4+21a

Capacidad antioxidante? 135.6+4.4 b 119.2+11.3a 149.3+5.1a 135+3.6 a

aAntocianinas Totales (mg pelargonidina/100 g pf). ®Compuestos Fendlicos Totales (mg &cido
galico/100g de pf). cFlavonoides Totales (mg quercetina/100 g pf). YCapacidad antioxidante (Mm
ET/100g de pf). Los valores son el promedio de 5 réplicas + DE. Letras diferentes en cada uno de
los parametros determinados, denotan diferencias significativas de las medias entre tratamiento de
acuerdo a la prueba estadistica de Tukey p<0.05.

7.5 Andlisis de expresion de genes por gPCR

Para el andlisis de expresion génica se utilizaron secuencias provenientes de
distintas bases de datos para Fragaria x ananassa D (Rosaceae Database

https://www.rosaceae.org, NCBI) y fueron obtenidas mediante la busqueda por

nombre del genoma de referencia de Fragaria x ananassa. Ademas se analizaron
manualmente para confirmar la presencia de los dominios utilizando los programas
MOTIF Search e InterPRoScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/ ).

Las secuencias utilizadas se muestran en la Tabla VI y otras caracteristicas en el

Anexo 2.
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Tabla VI. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la
cuantificacion de la expresion por gPCR en frutos maduros de F. x ananassa cv.

Camino Real.
Gen Secuencia Tamario m
5- CTCTTTGGGGCTGATTTCG-3 20 57.3
FabALL 3-CACAGAACCTCGAAGGGTGA-5 20 56.3
FaPAL2 5-CCTTGGGACTGATCTCCTC-3’ 19 53
3-GTGAAGCTCACCGTTAGGG-5 19 55
5-CTCTTTGGGGTTGATTTCGTC-3’ 20 57.3
FapAL3 3’- CACAGAACCTCGAAGGGTGA-5 20 56.3
5-CTGAGCAGCACAACCAGGAT-3 20 57.3
FapAL4 3-GCAGAACCTCGAAGGGTGAA-5 20 56.9
5- GGCCATTTTGCCTAAAGAGG-3 20 57.3
FaPALS 3-GCAGAACCTCGAAGGGTGAA-5’ 20 56.9
FaPALG 5-CCTTGGGACTGATCTCCTC-3’ 19 57.1
3-AGAGTCCTCCTGGCCACTTT-% 20 60.3
5-ATGGAGAGAGGAGCCGAC-3 18 54.1
Facan 3-TCTTCTCCTTCACCTCCTTACA-5 22 55.3
5-TGGTTTCGGTGTTGGCTC-3 18 54.3
Fadcl 3-GTTTGAGAATGGAAGCGATGTT-5’ 22 55.1
5-CTTTGTTCGGTGATGGTGCT-3’ 20 56.8
Fachs 3-TGAGGAGGTGAAATGTGAGCC-5 21 57.2
5-GCAATGGGAGGTTCAAGAATG-3’ 21 54.7
FaFrT 3-GACCTTCAGTGGGTACACTATC-5 22 55.1
5-TCACCATTCTCGTCCCAAAC-3 20 54.8
FaFLs 5-CAATGTGGATGACTAGGGCATTA-3 23 55.9
5-GACCCTGAGAACGAAGTGATAAA-3 23 55.9
FabFR 3-TCCGGCCGAAGATGTAAAC-5 19 54.3
5-CTCTCACTTGGCTTGGGATTAG-3 22 55.9
FaANS 3-TGATCTTCATTTGCAGGAGGAG-5’ 22 55.6
5-GGAAACTTGGAGTCGCTCTT-3 19 54.3
aad 3-GTGATCACTGGGTCTAGTTCTTC-5’ 23 55.9
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5’-CAGGAGTCCAAGGAGTACTAAAC-3’ 23 55.6

FAANR 3’-GATCAAGCCTGTTCCACTAAGA-5’ 22 55.2
5’-CAAGCATCCTTCGGAGGTTAT-3 21 55

FaLAR 3-CGTCCACCGTCTTCATTGT-5’ 19 54.5

_ 5'- GGGCCAGAAAGATGCTTATGTCGG-3’ 25 59.9

FaActina 3-CTTCTACAATGAGCTTCGTGTTGCC-5’ 24 60.7

FaGADPH 5-CAAGGACTGGAGAGGCGG-3’ 18 55.8
3-ATTGAGAGCAGGCAGAACC-% 19 54

5-CCTTTCCCTTCTCCACTCAC-3 20 54.5

ralbP 3-CTGTTGGATTGCTTGGTGTT-%’ 20 53.8

Los oligonucleétidos disefiados cumplieron con las caracteristicas necesarias para
la utilizacion en la cuantificacion de la expresién génica: longitud de 19 y 23 pb,
temperatura de alineamiento de alrededor de 60°C, longitud de la region amplificada
menor de 250 pb, y formacion y estabilidad de las estructuras secundarias minimas
o0 inexistentes. Se comprobd la eficiencia de amplificacion de todos los
oligonucledtidos, siendo ésta de un 80-110% y mostrando solamente un producto
de amplificacion en RT-PCR.

Los genes de referencia elegidos, f-actinay GADPH, fueron sometidos a un analisis
de varianza multifactorial, en donde la expresion no se vio afectada por el
tratamiento con luz UV-C, asi como tampoco por el tipo de 6rgano; por lo tanto,
pudieron ser utilizados en el calculo de la expresién relativa de las secuencias a
evaluar (Anexo 3).

El efecto de la irradiacion con luz UV-C sobre la expresion de los genes analizados
fue determinado en aquenios, receptaculo y fruto entero de fresa cv. Camino Real.
Dichos cambios en la expresion se estimaron utilizando el parametro 2-4CT,
indicando la abundancia relativa de los transcritos de plantas sometidas a irradiacion
con luz UV-C respecto a muestras control o no irradiadas. Los valores de expresion
en condiciones de control fueron normalizados a 1.0, por lo que valores menores a
0.5 indican represion en la expresién génica y valores mayores a 2 indican que hubo

una induccion en la expresion de los genes estudiados.
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Mediante un andlisis de varianza multifactorial de los valores de expresion relativa
obtenidos, se pudo constatar que los tres factores del disefio experimental
(tratamiento con luz UV-C, tiempo posttratamiento y érgano) provocaron variabilidad
en la expresion de las secuencias de interés. Para determinar si los valores de
expresion relativa eran significativamente diferentes, se realizé la comparacion de
medias de la expresion relativa de las secuencias de los frutos tratados con luz UV-
C y no tratados, con la prueba t Student. De manera mas detallada, los resultados
se muestran en las secciones 7.8 y 7.9 mediante graficos de barras, donde se
representa el valor 2-24CT, En éstos se graficaron los valores obtenidos en el analisis

de tres réplicas biologicas, con cuatro réplicas técnicas cada una.

7.6 Expresién de genes codificantes de enzimas clave en la ruta general
de los fenilpropanoides en aquenios, receptaculo y fruto entero de F.

X ananassa cv. Camino Real

El fruto de fresa en su estado basal, presenta cambios en la expresion relativa de
transcritos en los genes pertenecientes a la ruta general de los fenilpropanoides. La
expresion génica de los transcritos fue evaluada en aquenios y receptaculo de fresa
cv. Camino Real mediante el método 2**CT y en la Figura 9 se muestra la
distribucion en graficos de barras.

Los resultados mostraron una mayor expresion significativamente diferente (p<0.05)
en FaPAL2, FaPAL6, FaCHS, FaFHT, FaLAR y FaUDP en el receptaculo en
comparacién con los aquenios; en contraste con FaPAL1, FaPALS5, FaFGT y FaANR
donde se observdé una mayor expresién en los aquenios. En ambos o6rganos
(aquenios y receptaculo), los genes FaC4H, Fa4CL y FaDFR no presentaron un

cambio estadisticamente significativo (p>0.05).
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Figura 9. Niveles de expresion de los genes en diferentes érganos de frutos
maduros de F. x ananassa cv. Camino Real sin tratamiento de luz UV-C. La
cuantificacion relativa por gRT-PCR se realizd empleando el método 22ACT
utilizando como referencia la media geométrica de FaActina y FaGADPH para
propdsitos de normalizacion. Los aquenios fueron utilizados como referencia con el
valor de uno en cada grafica. Los intervalos sobre las barras representan los valores
de + desviacion estandar (n=3). La comparaciéon multiple de medias se realiz6

mediante la prueba estadistica Tukey y los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas por tratamiento (p<0.05, n=3).
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7.7 Cambios en la expresion de genes codificantes para enzimas clave en
la ruta general de los compuestos fendélicos a causa de la irradiacion

con luz UV-C en F. x ananassa cv. Camino Real

En F. x ananassa cv. Camino Real, el tratamiento con irradiacién de luz UV-C
modificé la expresion de genes codificantes para enzimas de la ruta general
fenilpropanoide, y esta modificacion fue dependiente del érgano. En la Figura 10,
se muestra de manera general la respuesta del tratamiento en la expresion de genes

en los diferentes érganos estudiados (aquenios, receptaculo y fruto entero).

Para el caso de la fenilalanina amonio liasa, la expresion de cuatro de sus isoformas
(FaPAL1, FaPAL2, FaPAL5 y FaPALG) fue heterogéneo. En el receptaculo y fruto
entero, la expresion de las isoformas FaPAL2 y FaPAL6 aumentd
significativamente, mientras que este patron no se observo en los aquenios del fruto,
en donde el valor de la expresion de FaPAL2 se encontrd reprimido o muy cerca del
umbral de represién (Figura 11). En los aquenios, no se observd un cambio en la
expresion de la isoforma FaPAL1 por la irradiacion con luz UV-C, ya que el valor se
mantuvo cercano a la unidad; en cambio, el valor de la expresion relativa de FaPAL5S
se encontr6 alrededor del umbral de represion. En el receptaculo, las isoformas de
la fenilalanina amonio liasa FaPAL1 y FaPALS parecieron tener una tendencia a la
represion, pues los valores de su expresion se colocaron por debajo de este umbral.
En el fruto entero, la expresion de las isoformas FaPAL2, FaPAL5 y FaPAL6 se
observé por encima del umbral de induccién de forma significativa, con valores de
8, 3 y 12 veces, respectivamente, mientras que en FaPALL1 el valor se mantuvo

cercano a la unidad.
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Figura 10. Esquema general del cambio en la expresién de genes implicados en la biosintesis de compuestos fenélicos en
diversas condiciones a casusa de la irradiacion con luz UV-C en F. x ananassa cv. Camino Real en aquenios, receptaculo
y fruto entero. Los resultados se muestran en escala de Logz(224%), los valores menores amuestra los genes reprimidos
y los mayores aquellos sobreexpresados (Modificada de Carbone et al., 2009).
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Figura 11. Expresion relativa de genes codificantes para la fenilalanina amonio liasa
en diferentes 6rganos de frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real tratados
con luz UV-C. Los resultados se muestran como 22ACT normalizados con las
muestras sin tratamiento de luz UV-C (control) y la media geométrica de los genes
de referencia FaActina y FaGADPH. Los intervalos sobre las barras representan los
valores de + error estandar (n=3). La comparacion multiple de medias se realizo
mediante la prueba estadistica Tukey. Los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas por tratamiento (p<0.05, n=3).

En el caso de los genes de la ruta general de fenilpropanoides (Figura 12A-C), los
valores de la expresion de los genes codificantes estuvieron por encima del umbral
de induccién, o cercanos a la unidad, por lo que la luz UV-C permitié el incremento
de la expresion de los genes de esta ruta, o la mantuvo constante y solo provoco la
represion de Fa4CL en el receptaculo (Figura 12A-C) y probablemente de FaC4H
en los aquenios, ya que el valor de la expresibn no mostré una diferencia
significativa con respecto al control (p>0.05). Las expresiones de los genes que
codifican para la 4-cinamato CoA ligasa (Fa4CL) y la chalcona sintasa (FaCHS) en

los aquenios, fueron inducidas de manera significativa inmediatamente después del
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tratamiento (14 minutos), con valores de 5 y 4 veces, respectivamente. En el
receptaculo, la expresion de los genes que codifican a la cinamato 4-hidroxilasa
(FaC4H) y a la chalcona sintasa (FaCHS) fue inducida de manera significativa; en
contraste, el valor de la expresion de Fa4CL estuvo por debajo del umbral de
represion. La expresion de los genes de la ruta general de fenilpropanoides en el
fruto entero, mostré un comportamiento similar al receptaculo, con la induccion de
FaC4Hy FaCHS, y el valor de la expresion de Fa4CL no mostré cambio significativo

(p>0.05) con respecto a frutos no irradiados.

La irradiacion con luz UV-C modificé la expresion de los genes de enzimas en la
ruta de flavonoides, y esta modificacion fue dependiente del 6érgano (Figura 12 D-
K). En el caso de los transcritos de las enzimas que codifican para la sintesis de
antocianinas, FaANS, y epicatequinas, FaANR, se observé que, tanto en el
receptaculo como en los aquenios y fruto entero, su expresion se indujo de forma
significativa, como consecuencia de la irradiacion con luz UV-C. De manera
interesante, la expresion del gen que codifica a la enzima involucrada en la
produccion de flavonoles (FaFGT) se encontro reprimida de forma significativa,
como consecuencia de la irradiacién con luz UV-C en el receptaculo y fruto entero;

no obstante, en los aquenios, la expresion fue inducida hasta 3 veces.

En los aquenios, se observé que la expresion de los genes involucrados en la
sintesis de leucoantocianidinas (FaDFR), flavonoles glucosidos (FaFGT),
antocianinas (FaANS y FaUDP) y epicatequinas (FaANR), se incrementé en un
rango de 2 a 6 veces. Para el caso de los transcritos involucrados en la sintesis de
flavanonas (FaFHT), flavonoles (FaFLS), y leucoantocianidinas (FaLAR), la
irradiacion con luz UV-C no parecié afectar su nivel, pues sus valores se
mantuvieron cercanos a la unidad y no presentaron un cambio estadisticamente

significativo (p>0.05).
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Enzimas clave de la ruta de biosintesis de flavonoides

& 3
S &
©
w & w
o o o o o o o o o o o 29
) o o ) o S ] o 0 < o ©
P ~ ™y
om 1oyy-C Uoisaidxg (=] 10vy-Z Uoisaidx3
°
3
= N
2 N\ e\
85 N
og

| FascL

)
=
<

19vy-C Uoisaidx3y

19vy-C Ugisaidx3

2.0

0.0

Fruto

]
o
-
—_
b=

0
.0

3.0

0.0

1ovy-C Uoisaidx3y

Fruto

Receptaculo

Aquenios

S
S o

o &
o o ) o © o o o
o < ~ S © < ~ o
—_— -
w 1ovy-2 UoIsaidxg (0  1ovy-Z UgIsaidx3

49



Resultados

Enzimas clave de la ruta general de los fenilpropanoides (cont.)

1)40 | J)400

FaLAR : mAANR

30.0

Expresion 2-AACT

N
=]

Expresion 2-AACT

20.0

10 - , : 10.0
‘ t | o -
0.0 . 0.0 — e

K) 200 Aquenios Receptaculo Fruto
FaUDP

O Control
o uv-c

-
~
=)

-
o
°
— %

)
=)
*

Expresion 2-AACT

o
o

- 7/ ,;
0.0 [ | 8.2 [ / | . 777/

Aquenios Receptaculo Fruto

Figura 10. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas clave en la ruta
general de los fenilpropanoides en diferentes érganos de frutos maduros de F. x
ananassa cv. Camino Real tratados con luz UV-C. Los resultados se muestran como
2-24CT normalizados con las muestras sin tratamiento de luz UV-C (control) y la
media geométrica de los genes de referencia FaActina y FaGADPH. Los intervalos
sobre las barras representan los valores de + error estandar (n=3). La comparacion
multiple de medias se realizé mediante la prueba estadistica Tukey. Los asteriscos

representan diferencias estadisticamente significativas por tratamiento (p<0.05,
n=3).

En el receptaculo, el tratamiento con luz UV-C indujo la expresién de FaDFR,
FaANS y FaUDP, con valores de 6, 3y 5, respectivamente, mientras que los demas
aparecieron como reprimidos. En el fruto entero, los transcritos FaDFR, FaFHT,
FaFLS, FaANS, FaANR, FaLAR y FaUDP mostraron un incremento inmediatamente
después del tratamiento con luz UV-C. Para el caso del transcrito involucrado en la
sintesis de epicatequinas (FaANR), se obtuvo un aumento de hasta 33 veces. De
manera interesante, la expresion del gen involucrado en la sintesis de flavonoles

glucosilados, FaFGT, estuvo por debajo del umbral de represion.

50



Resultados

7.8 Cambios en la expresion de genes codificantes para enzimas clave en
la biosintesis de los flavonoides a diferentes tiempos post- irradiacion
en F. x ananassa D. cv. Camino Real

El tiempo de incubacion, posterior al tratamiento con luz UV-C, tiene un impacto
significativo (p<0.05) en el nivel de los transcritos relacionados a la biosintesis de
flavonoides en frutos maduros de F. x ananassa D. cv. Camino Real.

La abundancia relativa de los transcritos de la fenilalanina amonio liasa fue
notablemente afectada por el tiempo tanto en frutos control como en frutos
irradiados (Figura 13). Uno de los cuatro genes evaluados que codifican a la PAL,
FaPAL5, se mantuvo reprimido en todas las muestras y todos los tiempos
analizados (Figura 13 C); este patron fue similar para FaPAL1 y FaPAL2 en los
frutos no tratados. De manera interesante, la luz UV-C provoco un efecto positivo
en la expresion de FaPAL2 en casi todos los tiempos evaluados (Figura 13B),
excepto a los 60 minutos, y de FaPAL6 a los 8 minutos posteriores al tratamiento.
En los frutos controles, se observé la sobreexpresion de FaPAL1 a los 20 minutos
y de FaPALG6 hasta los 20 minutos con respecto al tiempo 0.
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Figura 11. Expresion relativa de genes codificantes para la fenilalanina amonio liasa
en el fruto entero de F. x ananassa cv. Camino Real a diferentes tiempos post-
irradiacion del tratamiento con luz UV-C: CTL (control), UV-C (tratamiento con luz
UV-C), respectivamente. Los resultados se muestran como 24€T, La comparacion
multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica t Student. La
denotacién ns no representa diferencias estadisticamente significativas por
tratamiento (p>0.05, n=3).

En los demas genes correspondientes a las enzimas de la ruta general de los
fenilpropanoides, el cambio en la expresion fue fluctuante (Figura 14). De manera
general, la induccion de Fa4CL fue mayor en los frutos tratados con luz UV-C y se
mantuvo hasta los 60 minutos evaluados; sin embargo, en los frutos controles, se
observé un incremento y finalmente una represiéon del mismo a los 60 minutos.
Interesantemente, la expresion de FaC4H permanecio por debajo del umbral de
represion hasta los 40 minutos, cuando posteriormente incrementd su expresion y
permanecio constante hasta los 60 minutos evaluados; en los frutos no tratados, el
comportamiento fue contrario, pues el tiempo de exposicion en el aire permitié una
sobreexpresion del gen hasta los 40 minutos para después reprimirse. El gen de la
chalcona sintasa, mostré que el tratamiento con luz UV-C indujo la represion del
mismo; no obstante, en los frutos control, se mostré una sobreexpresiéon en tiempos

previos y la represion se produjo hasta el tltimo tiempo evaluado.

En general, se observo una represion de la mayoria de los genes tiempo después
del tratamiento con luz UV-C. No obstante, FaFGT y FaFLS mostraron la induccién
en la expresion a los 40 minutos posteriores al tratamiento. En los frutos no tratados,
la sobreexpresion de los genes se observd solamente en FaFGT para todos los
tiempos (Figura 14E).

El patrén de expresion del gen de la enzima flavonol sintasa, FaFLS, fue opuesto
en frutos tratados con luz UV-C y frutos control: cuando estuvo sobrexpresado en
frutos irradiados, se encontrd reprimido en frutos control. La sobrexpresion en los
frutos controles se conservd hasta los 20 minutos, posteriormente se observo la
represion del gen. La expresion del gen de la flavonoide 3-O-glucosiltransferasa
(FaFGT) mostré una represion hasta 20 minutos posteriores al tratamiento; sin

embargo, en frutos no irradiados, el gen se sobreexpresé en todos los tiempos
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evaluados con respecto al tiempo cero. El de la antocianina sintasa, (FaANS),
presentd una sobreexpresion solamente en el minuto 40 tanto en frutos tratados

como en los no tratados; de igual manera se comporto el de la leucoantocianina

reductasa (FaLAR).
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Figura 12. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas relacionadas a la
biosintesis de flavonoides en el fruto entero de F. x ananassa cv. Camino Real, a
diferentes tiempos post-irradiaciéon de luz UV-C: CTL (control), UV-C (tratamiento
con luz UV-C), respectivamente. Las letras de A-H en la parte superior izquierda de
cada panel se asigné de manera aleatorio a cada gen analizado (superior derecha).
Los resultados se muestran como 24T, La comparacion miltiple de medias se
realiz6 mediante la prueba estadistica t Student. La denotacion ns no representa
diferencias estadisticamente significativas por tratamiento (p>0.05, n=3).

7.9 ACTIVIDAD ENZIMATICA

7.11.1 Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL)
Con el fin de obtener alguna correlacion de los cambios en los transcritos con la
actividad enzimatica de los mismos, se evalud la actividad de la enzima principal de
la ruta fenilpropanoides PAL en los aquenios, el receptaculo y el fruto entero de
fresa, tratada y no tratada. La actividad se determind de manera relativa al fruto
entero, y se observé una mayor actividad de la enzima en los aquenios de F. X

ananassa D. cv. Camino Real (Tabla VII).

Tabla VII. Actividad enzimética de la fenilalanina amonio liasa (PAL) en diferentes
partes del fruto maduro de fresa.

Actividad enzimatica

Aquenios 4.715 + 0.218
Receptaculo 3.615+0.514
Fruto entero 8.161 + 0.7210

+ Desviacion estandar de tres réplicas biolégicas con tres réplicas técnicas cada una.
La actividad se determiné como nmol de 4cido trans-cinamico S g fruto fresco.

Ademas, se evalud la actividad de manera comparativa (antes y después del
tratamiento con luz UV-C) en los aquenios, el receptaculo y fruto entero (Figura 15).
Se observé un cambio estadisticamente significativo en el receptaculo y fruto entero

después del tratamiento con luz UV-C.
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Figura 13. Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) después del
tratamiento con luz UV-C en diferentes partes del fruto maduro de fresa. La actividad
se determiné como pmol de acido trans-cinamico s g fruto fresco. La comparacion
multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey. Las distintas
letras representan diferencias estadisticamente significativas por tratamiento
(p<0.05, n=3).

El tratamiento con luz UV-C provoc6 cambios significativos (p<0.05) en la actividad
de PAL durante los tiempos de incubacién evaluados después del tratamiento con
luz UV-C, a excepcion del minuto 20 (Figura 16). La actividad enziméatica de frutos
tratados mostré un incremento en los tres primeros tiempos evaluados (0, 8 y 20
minutos), y posteriormente permanecidé constante hasta los 60 minutos de

incubacion.
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CTL: Control

375 Uv-C: uv-c

Uv-C8: UV-C, 8 minutos
UVv-C20: UV-C, 20 minutos
UV-C40: UV-C, 40 minutos
UV-C60: UV-C, 60 minutos
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Figura 14. Actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL) a diferentes
tiempos de incubacién después del tratamiento con luz UV-C en frutos maduros de
F. x ananassa cv. Camino Real. La actividad se determind como nmol de acido
trans-cinamico s g* fruto fresco. La comparaciéon mdltiple de medias se realizé
mediante la prueba estadistica Tukey. Las distintas letras representan diferencias
estadisticamente significativas por en cada tratamiento (p<0.05, n=3).

7.11.2 Actividad de ascorbato oxidasa (AAO)

Se ha reportado que la luz UV-C provoca una disminucién en la acumulacién del
acido ascorbico (Allende et al., 2007); esto se podria correlacionar con un aumento
en la actividad de ascorbato oxidasa. Por lo que, con el fin de comprobar esta
hipotesis, se midié la actividad de esta enzima a diferentes tiempos después de
irradiar los frutos (Figura 17).

En los frutos tratados con luz UV-C, se observo un incremento significativo (p<0.05)
en la actividad de AAO inmediatamente y a los 8 minutos posteriores al tratamiento.
No obstante, el mayor valor (38.45 u/100g pf) se obtuvo en los frutos controles
incubados 40 minutos a temperatura ambiente.

El tiempo de incubacién posterior al tratamiento, en los frutos tratados y no tratados

provocé un aumento significativo (p<0.05) en la actividad de AAO; aunque
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permanecid constante después de los 20 minutos en frutos irradiados y disminuyé

a los 40 minutos en los frutos no tratados.
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Figura 15. Actividad de ascorbato oxidasa (AAO) en diferentes tiempos de
incubacion después del tratamiento con luz UV-C en frutos maduros de F. X
ananassa cv. Camino Real. La actividad se determiné como unidades/100 g fruto
fresco. La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica
Tukey. Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas entre
cada tratamiento (p<0.05, n=3).

7.12 Identificacion de familia de genes

Mediante analisis bioinforméticos, descritos en Materiales y Métodos, se
identificaron secuencias de los posibles miembros de la familia de genes
codificantes para enzimas relacionadas con la biosintesis de flavonoides, utilizando
el genoma de referencia FAN_rl1.1 (Hirakawa et al., 2013) como se muestra en la
Tabla VIII. Las secuencias y caracteristicas de cada una de las secuencias se

muestran en el Anexo 6.
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Tabla VIII. Posibles integrantes de la familia de genes relacionados con la
biosintesis de flavonoides en F. x ananassa.

Familia Gen No.
Fenilalanina amonio liasa FaPAL 6
4-cumaroil CoA Fa4CL 2
Cinamato 4-hidroxilasa FaC4H 3
Chalcona sintasa FaCHS 3
Dihidroflavonol 4-reductasa FaDFR 3
Flavanona 3-hidroxilasa FaFHT 2
Chalcona isomerasa FaCHI 2
Flavonol sintasa FaFLS 2
Leucoantocianidina reductasa FaLAR 2*
Antocianidina sintasa FaANS 1
Antocianidina reductasa FaANR 2

*Secuencias parciales. No. Numero de genes identificados.

En un intento por dilucidar los posibles miembros de las familias, se realizaron
ensayos 3' RACE para algunos de estos genes. El objetivo es observar si existen
diferencias en la parte 3’ de cada gen para identificarlos posteriormente. Para ello,
se utilizé la metodologia descrita en la seccién 6.13. Para la fenilalanina amonio
liasa, se obtuvieron cuatro secuencias, para la leucoantocianidina reductasa dos
secuencias y para las demas solo una secuencia. No se lograron obtener
secuencias completas en todos los casos, pero estas secuencias podran ser

utilizadas posteriormente para su caracterizacion.

>FaPALR.1
CCTTAGTGCTGAGCAACACAACCCATTTTCCTCACCACTCCCCAAACTCAAATGCCTC
CCATAAAATAGACCGAACAAGACACCAACTTGTTCTTGATTCTCTCAACAACAAAAAAG
ACTCAAGAACCAAAGGACCAAGCTTTGGTGTCTCTGATTCTTAAAAGTCCTCATCTTTT
CACCCAA

>FaPALR.2
AGTGCTGAGCAACACAACCCATTTTCCTCACCACTCCCCAAACTCAAATGCCTCCCAT
AAAATAGACCGAACAAGACACCAACTTGTTCTTGATTCTCTCAACAACAAAAAAGACTC
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AAGAACCAAAGGACCAAGCTTTGGTGTCTCTGATTCTTAAAAGTCCTCATCTTTTCACC
CAAA

>FaPALR.3
AGTGCTGAGCTACACAACCTATTGATAAGTCCCTAACTTTAGGTCTTTTTTAAATTGAT
TTGATTGTCAAAA

>FaPALR.4
AGTGCTGAGCAACACAACCTATTGATAAGTCCCTAACTTTAGGTCTTTTTTAAATTGAT
TTGATTGTTAAAA

>FadCL
ATGAAAGATGAGGCTGCAGGAGAGGATCAAGGAGAAGATCTCCGGCGACAAAGAAG
AAGAAGAGAAGAAGAAACACGGCTACGAGCAGGACACTGAGGTCCCGGTGGAGAAG
TTCCACGAGGAACACGAACGTCCCTATGATCACGGCCCAGTCGTGCACCACCATGAG
GAGCCAAAAGTTGAGCCAACAGTAGCCTACACAA

>FaDFR
GAGGGCCGCTACATCTGTTCATCACTATAACTAGGCCGGTTTATACTA

>FaC4H
TGTCACAGAACCCGAACTTCACAAGCACTACACCGAAGATCCGTAACCCGGTTCTTTT
AATGAGAAACAGACGACAATTACGAA

>FaCHS1
GGGCTCACATTTCACCTCCTCAAGTCTGAGCCTTAGCAAATTGTGGTGTAGTCTTGTT
GCAGTTTGAGCTATGCACAACTGAAATTCTGAAGGCAAGCTGGAAAAGTTCTGTTGTA
CAAGTACTACTTAATTTCGGCAGATAAGATTTCTCAAGTTATGGTTATATAGCGGTACT
GATTGATTCTGTACCCAAGTACTACTTAATTGTGGCACATAAGCTTTGTCACCTTATGG
TTGTACAGCGGTACTGATTCATTCTGCATCAGCTGGTTTTAGCTAAGAAATAGTTGCA
ATTTCCTCTGCTCCTTTTATCTTTTGAACAAATAAATGGAATTTGATGGGTTCTCAACA
CTATGTATAAT

>FaLAR.1
CAAGAGGTTTCTGCCGTCGGAGTTCAAGATATTAGGCTAGTCTCTTATCACTCCGTCC
TTAGAATACCAAGCAATGAAATCGTCTAAAAAAATAGTGTTAAA

>FaLAR.2
CAAGAGGTTTCTGCCGTCGGAGTTCATGTCACTGTTGTGTTGTGGAAAAATTTCTCTT
TTGATGTTTGATTACATTTATGTTCTCAACTTCTCATACTATCTAGCTCTTTGATTTTAG
TTTTTGCTTATACAGACAATACAAAATAAAGGCTTCATGTTGACAAA

>FaFLS

CCTGATCTTGCTCTTGGTGTGGTTGGTGAATAAGTTTCACTCAGTATTGTTATTTACTA
TACTATGTAATCATATCTGGGATGAAATGTAAAA
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VIII. DISCUSION

8.1 Relacién del contenido de flavonoides en diferentes 6rganos

El incremento en la popularidad del consumo de frutos rojos se debe a que son una
fuente rica de compuestos bioactivos, dentro de los que destacan los antioxidantes.
Dichos compuestos se encuentran en mayor cantidad como compuestos fendlicos
y colorantes de frutos (antocianinas y carotenoides) en la familia Rosaceae, que
incluye a la fresa, la mora y la frambuesa. En la fresa, los compuestos fendlicos
representan un grupo diverso de sustancias que incluyen acidos fenoélicos, como el
acido hidroxibenzoico y conjugados del acido hidroxicinamico; flavonoides, como
flavonoles y flavanoles, y antocianinas (Skrovankova et al., 2015). Ellos pueden
estar presentes de manera libre o en forma conjugada con azucares, acidos, y otras
biomoléculas solubles en agua (acidos fendlicos, flavonoides y quinonas) o
compuestos insolubles en agua (taninos condensados). Los compuestos fendlicos
se acumulan en casi todas las partes de la planta; sin embargo, su sintesis esta
regulada por factores ambientales como la luz, temperatura y condiciones de estrés,
asi como por las etapas de desarrollo.

En F. x ananassa, se sabe que las propiedades antioxidantes del fruto estan ligadas
al receptaculo y los aquenios, y dependen del tipo de cultivar (Allende et al., 2007;
Ariza et al., 2016). Para la variedad Camino Real, en este trabajo se encontré que
los compuestos fendlicos totales y las antocianinas totales estan presentes
principalmente en el receptaculo; sin embargo, la acumulacion de flavonoides fue
muy similar en ambos 6rganos. Conforme a este patron, pareciera que la mayoria
de los compuestos fendlicos en los aquenios, se deben principalmente a los
flavonoides mas que a las antocianinas. Ariza et al., (2016) reportan valores en el
porcentaje de contribuciéon relativa similares a los obtenidos en este trabajo; sin

embargo, el valor de los flavonoides en los aquenios fue menor.

En F. x ananassa, la coloracion roja se debe principalmente a antocianinas

glicosiladas, como glucoésidos de pelargonidina y cianidina, por lo que una mayor
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acumulacion de estos compuestos en el receptaculo es evidente, aunque también
estos dos glucoésidos conforman cerca del 80% de las antocianinas totales en los
aguenios de otros cultivares (Aaby et al., 2005). Aunque los resultados muestran
concentraciones altas de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales en los
aquenios y receptaculo, se sabe que existen diferencias en la composicion de los
compuestos individuales entre ellos. La mayor acumulacion de compuestos
fendlicos totales fue en el receptaculo, en donde anteriormente se han identificado
altas concentraciones de derivados del acido cinamico, como el &cido caféico,
clorogénico y elagico. En los aquenios, la mayoria de los compuestos fendlicos
pertenecen al acido elagico y varia notablemente dependiendo de la variedad y la
pigmentacion de los aquenios. En este trabajo se observd una mayor acumulacion
de flavonoides totales en los aquenios, lo cual concuerda con lo reportado por Cheel
et al., (2007) en donde aquenios de F. x ananassa cv. Chandler mostraron una
mayor concentracion en comparacion con el fruto entero y el receptaculo.

La contribucion porcentual de la capacidad antioxidante obtenida en los aquenios
fue de casi el 13%, y puede estar correlacionada con la cantidad de flavonoides y
compuestos fendlicos totales, pero no de las antocianinas totales como lo reportan
Cheel et al., (2007). La contribucién porcentual del receptaculo (87.56%) coincide
con lo reportado por Aaby et al., (2005) y Ariza et al., (2016), los cuales también han
sefialado que, en los aquenios y el receptaculo, la cantidad de antioxidantes estuvo
relacionada con la capacidad antioxidante.

Estos resultados sustentan que los aquenios pueden convertirse en un producto
valorable que represente un nuevo concepto en el cultivo de fresas y manejo de
desecho agroindustrial de algunas industrias alimenticias, debido a su composicion
y capacidad antioxidante.
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8.2 Tratamiento de irradiacion con luz UV-C

En su entorno natural, las plantas son expuestas a la radiacion ultravioleta que esta
presente en la luz solar. Dentro del espectro UV, la luz ultravioleta-C incluye
longitudes de ondas de alta energia (debajo de 280 nm), las cuales son absorbidas
por el 0zono y no estan presentes en la luz solar que llega a la superficie de la tierra;
por lo que en condiciones de crecimiento normales los efectos de la luz UV-C no
son observados. El efecto de la aplicacion de irradiacion UV-C en plantas y frutos
depende de la dosis y el cultivo al que se aplica el tratamiento. A dosis muy altas,
las plantas se queman y a dosis bajas no se observa un efecto. En este trabajo, se
describe el efecto postcosecha de la luz UV-C, a una dosis de irradiacion de 2 kJ/m?
en frutos maduro de F. x ananassa cv. Camino Real.

El pH y los solutos solubles totales es un parametro importante en la evaluacion
sensorial de la calidad del fruto. En este trabajo, estos valores en los frutos maduros
tratados y no tratados, no mostraron cambios significativos (p>0.05), por lo que el
pH y los solutos solubles totales no se alteraron significativamente. El valor del pH
mostrdé un comportamiento similar a lo reportado en mangos (Santhirasegaram et
al., 2013), naranja (Tran y Farid, 2004; Pala y Toklucu, 2013), manzana (Caminiti et
al., 2012) y fresa (Ayala-Gil, 2011). El principal componente de los solutos solubles
son los azucares, enseguida los acidos organicos, aminodacidos, pectinas solubles
y vitaminas. Algunos de ellos contienen puentes estructurales que son susceptibles
al ataque de la luz UV, permitiendo la degradacion o alteraciéon de los componentes
de los solutos solubles totales, por lo que se esperaria una disminucién en el valor
de °Brix. No obstante, esta conducta solo se ha observado de manera notable en la
aplicacion de altas dosis de luz UV (Mohd-Hanif et al., 2016). EI cambio no
significativo en el contenido de sélidos solubles concuerda con lo reportado por
Dong et al., (1995) y Pan et al., (2004).

La turbidez se ha correlacionado con el color de jugos de frutos, en donde un valor
mayor corresponde a aquellos con coloracion mas oscura (Donahue et al., 2004).

Un indicador del nivel de la turbidez en jugos es la claridad. Los valores obtenidos
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de ambos parametros en los jugos de frutos de fresa tratados con luz UV-C,
revelaron cambios significativos (p<0.05). El valor de la turbidez aumenté de 51.101
a 58.447, y la claridad disminuy6 de 6.336 a 2.986. Esto se puede relacionar con
que una disminucién en la claridad, puede ser producto de la presencia de materia
suspendida dispersa en el jugo favoreciendo a un aumento en la turbidez. En
tratamientos térmicos de frutos como naranja, zanahoria y melon, este ultimo valor
incrementa después de la exposicion debido a la precipitacion de pectinas
degradadas (Rivas-Gonzéalez, 2006). También se observo que los valores de la
turbidez en los jugos de fresa irradiadas disminuyeron significativamente (p<0.05)
tiempo después de la irradiacién con luz UV-C, al igual que aquellos frutos que no
fueron sometidos al tratamiento (Anexo 5); sin embargo, la disminucién fue mayor
una hora después de la exposicién en los frutos tratados. Esta disminucion, podria
deberse a la despolimerizacion fotoquimica de polisacaridos, como efecto de
fotorreacciones provocadas por la acumulacién de oxigenos singlete y radicales
hidroxilo. En frutos como la pifia, limén y tamarindo, la luz UV-C permite una
disminucién del valor de la turbidez incluso inmediatamente después de la
irradiacion; aunque, las dosis de irradiacion fueron mas elevadas comparadas con
las de este estudio. En la mayoria de los casos, esta disminucion estd acompafiada
de una pérdida en la coloracion de los jugos, la cual se debe principalmente a la
inactivacion de levaduras y moho en el jugo, y la disminucién en el contenido de

particulas suspendidas (Canitez, 2002; Kirubakaran et al., 2008).

El efecto de la radiacion con luz UV en los compuestos nutracéuticos (antocianinas
y compuestos fendlicos) de frutos maduros de F. x ananassa dependen, entre otras,
del estadio de desarrollo del fruto, el cultivar y la dosis de irradiacién. En variedades
como Seascape (Pombo et al., 2009), Camarosa (Pombo et al., 2004; Allende et al.,
2007) y Allstar (Erkan et al., 2008) la concentracién de los compuestos fue similar a
los frutos controles; sin embargo, para la variedad que se utilizé en el presente
trabajo, Camino Real, el incremento en frutos maduros se ha reportado previamente
en diversas dosis (Ayala-Gil, 2011; Pombo et al., 2011). Los resultados obtenidos

muestran que hubo un aumento significativo en el contenido de antocianinas,
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compuestos fendlicos y flavonoides totales, al igual que la capacidad antioxidante
inmediatamente después del tratamiento con luz UV-C, a una dosis de 2 kJ/m?. La
acumulacion de estos compuestos podria localizarse en la piel del fruto, ya que se
ha reportado que la induccién en la acumulacion de flavonoides y otros fendlicos,
se localiza principalmente en tejidos epidérmicos de la planta, en donde
generalmente estan confinados. A nivel fisioldgico estos compuestos actuan como
filtros de luz. Por otra parte, el aumento en la capacidad antioxidante se puede
correlacionar con el incremento en el contenido de compuestos fendélicos después
de la exposicion con luz UV-C, pues se ha demostrado en fresa que son los

principales contribuyentes a la actividad antioxidante.

8.3 Efecto de la luz UV-C en el contenido de proteinas totales

Un fendmeno comun provocado por la induccion de estrés con luz UV, es la
disminucién del contenido total de proteinas como consecuencia de la degradacion
de proteinas. La razdn de ello es la absorcion de la radiacion UV en los amino&cidos
aromaticos y los grupos disulfuro (Hollésy, 2002). Pero en este trabajo se observo
un incremento en el contenido de proteinas totales en frutos maduros de F. X
ananassa cv. Camino Real inmediatamente después del tratamiento con luz UV-C.
Probablemente, el incremento es producto de la sintesis de enzimas y proteinas de
defensa durante la irradiacion, ya que el contenido en los frutos control no mostré
un incremento significativo en los diferentes tiempos de incubacion (Anexo 5). El
aumento en el contenido de proteinas totales también se ha observado en plantas
de Brassica napus irradiadas con luz UV-B y luz UV-C, en comparacién con plantas
no tratadas (Nasibi y M-Kalantari, 2005). De manera general, la luz UV provoca
estrés oxidativo que permite la induccion de enzimas antioxidantes como glutatiéon
reductasa, superoxido dismutasa, dehidroascorbato reductasa, entre otras
(Mackerness, 2000).
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8.4 Efecto de la radiacion UV-C en la cantidad de antocianinas totales,
compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y la capacidad

antioxidante.

La radiacion UV-C tiene efectos en el metabolismo de los fenilpropanoides, el cual
esta distribuido en todas las partes de la planta. Los resultados obtenidos muestran
que el tratamiento produjo un incremento significativamente diferente (p<0.05) en
los compuestos fendlicos y flavonoides de los dos érganos evaluados (aquenios y
receptaculo), que puede ser atribuido principalmente al aumento en la actividad de
PAL.

En los aquenios, se observé una mayor acumulacion de compuestos fendlicos, sin
embargo, para las antocianinas y flavonoides se observo un efecto mayor en el
receptaculo. Este patrén se relaciona con la acumulacion de antocianinas en el
receptaculo, como se describié anteriormente, pero no de flavonoides donde resulté
similar en ambos Organos. Esto podria evidenciar la existencia de rutas de
sefalamiento diferentes para UV, como lo sefala Iwashina (2003), en los dos
organos evaluados.

El aumento en la capacidad antioxidante como respuesta al tratamiento, se observo
en los aquenios, receptaculo y fruto entero. Esto sugiere que, en los aquenios el
efecto positivo fue producto de los compuestos fendlicos, y en el receptaculo, fue
mediado ademas por los flavonoides. Sin embargo, la capacidad antioxidante solo
mostré un aumento ligero, una explicacion podria ser el método utilizado para
evaluarla, el cual depende de la capacidad de los antioxidantes de eliminar radicales
hidrogeno; por lo que el posible dafio oxidativo del tratamiento en las células
permitio la oxidacién de otras sustancias antioxidantes, como el &cido ascérbico. En
pifia, por ejemplo, se ha observado la disminucién del contenido de vitamina C, que
contribuye en gran medida a la capacidad antioxidante en frutos tratados con luz
UV-C. De acuerdo a Ayala-Gil (2011), en fresa cv. Camino Real se ha reportado

una disminucion, aunque no significativa, en el contenido de acido ascorbico.
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8.5 Cambios en la expresion de genes codificantes de enzimas clave en laruta
general de los compuestos fendlicos a casusa de lairradiacion con luz UV-

C en F. x ananassa cv. Camino Real

Los genes estructurales en la ruta biosintética de flavonoides son regulados
generalmente a nivel transcripcional, por la activacion de sus genes, y en ocasiones
se ha reportado la regulacion a nivel post-transcripcional. En plantas, algunos de
estos genes, por ejemplo PAL, DFR y FLS, forman parte de familias, en donde sus
miembros son expresados en diferentes tejidos o en respuesta a diferentes
estimulos ambientales, entre ellos la luz, afectando de manera directa la produccion
de las enzimas correspondientes. Debido al incremento en la acumulacion de los
compuestos antes mencionados, se decidié evaluar el cambio en la expresion de
los genes estructurales a causa de la irradiacion con luz UV-C.

La principal enzima en la regulacion de la sintesis de flavonoides es PAL, pues
media el flujo de carbonos para la sintesis de flavonoides en el primer paso de la
ruta general, y también sintetiza otros compuestos como monémeros de lignina. Por
ello se decidi6 evaluar la expresion de los genes con identidad de PAL, anotadas
en la base de datos del genoma de referencia de F. x ananassa. Es importante
sefalar que el niumero de genes PAL seleccionados para el estudio de la expresion
en este trabajo, estuvo restringido por la similitud de las secuencias de los genes,
por lo que otros fragmentos que tuvieron identidad de PAL, pero que fueron
demasiado cortos para el disefio de oligonucleétidos, quedaron excluidos del
analisis. De forma semejante a como ocurre en O. sativa, P. trichocarpa, E.
sagittatum y D. fragans, el analisis filogenético arrojé que estas secuencias en F. x
ananassa se agruparon en dos clados que podrian marcar su funcionalidad. El
transcrito de FaPAL1 presenté mayor abundancia en los aguenios comparado con
el receptaculo, por lo que podria estar involucrado de manera directa en la sintesis
de monomeros de lignina y taninos, que también media esta enzima, mas que en
flavonoides, pues en semillas se ha reportado un alto contenido de estos
compuestos (Huang et al., 2010). La diferencia en la expresion de genes PAL en

diferentes tejidos y su correlacibn con la sintesis de compuestos diferentes
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(flavonoides y ligninas) ha sido reportada en plantas como E. sagittatum (Aadil et
al., 2013), aunque también se ha reportado que pueden funcionar coordinadamente
en la produccion de productos especificos (Kao et al., 2002).

Por otra parte, el incremento de la expresion de FaPAL2 y FaPALG6 por efecto del
tratamiento en los 6rganos evaluados, se relaciona con el alto porcentaje de
identidad de las secuencias de ambos genes (Anexo 4); por lo que se esperaria que
los promotores respectivos, tuvieran elementos cis (G-box, GT-box, W-box, etc.) de
respuesta a la luz UV-C como se ha observado en Arabidopsis thaliana (Ohl et al.,
1990; Huang et al., 2010). El cambio observado en la expresion de los transcritos
de PAL, concuerda con lo reportado por Tiecher et al.,, (2013) en jitomates
postcosecha tratados con luz UV-C en dosis de hasta 6.0 kJ/m?, y por Wu et al.,
(2017) en la col morada (Brassica oleracea). En el presente trabajo, la luz UV-C en
frutos maduros de fresa produjo un aumento en la concentracién de compuestos
fendlicos (antocianinas y flavonoides) que concordd con la induccion de la expresion
de FaPAL2 y FaPALG6 principalmente.

Chappel y Hahlbrock (1984) mostraron que la induccién de los genes PAL, C4H,
4CL y CHS es coordinada, lo que concuerda con el aumento en el nivel de expresion
observado para FaC4H, Fa4CL y FaCHS en este trabajo, en frutos de fresa
irradiados con luz UV-C. El incremento coordinado por este tratamiento, también se
ha reportado en uva (Wang et al., 2003) y en G. parvifolium (Deng et al., 2017).

De manera general, se sabe que en plantas, el gen que codifica para C4H esta
expresado en todos los tejidos, lo que explica la similitud en la abundancia relativa
de los transcritos de FaC4H observada en los aquenios y el receptaculo de F. x
ananassa cv. Camino Real. No obstante, el tratamiento con luz UV-C aplicado a los
frutos, provocé un cambio diferente en la expresién en aquenios y receptaculo,
permaneciendo reprimidos en los aquenios. En contraste, después del tratamiento,
la expresion del gen que codifica a la 4-cinamato-CoA ligasa, se mostré reprimida
en el receptaculo. La aparente represion puede deberse a una rapida acumulacion
del transcrito en el receptaculo, debido a la herida que se genera cuando se cortan
los frutos para sintetizar inmediatamente compuestos esenciales para el sellado de

la herida (mondmeros de lignina); esto se ha percibido en genes 4CL de A. thaliana
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de clase | (Soltani et al., 2006). Ello supondria que el cambio en la expresion de este
gen no pudo observarse, en lugar de mostrarse como reprimido.

Para la chalcona sintasa, se encontré que el nivel de expresion de este gen fue
mayor en el receptaculo. Generalmente CHS se localiza en el citoplasma de las
células epiteliales de la planta, por lo que se esperaria una mayor acumulacion en
el receptaculo. Ante estimulos ambientales biéticos y abiéticos, su gen es activado
a nivel transcripcional, lo que explica el incremento observado en todos los érganos
evaluados después del tratamiento aplicado. De manera contraria, se ha reportado
un nivel bajo en la expresion en uvas tratadas con luz UV-C, aunque los flavonoides
totales de la misma se incrementaron (Xi et al., 2015).

Por otro lado, se observé una mayor acumulacion relativa del transcrito de FaANS
en el receptaculo del fruto. La formacion de pigmentos rojos requiere el
mantenimiento de altos niveles de expresion de estos genes, por lo que esta
acumulacion podria estar relacionada con la coloracion rojiza del receptaculo. Esto
también se ha observado durante el desarrollo de la coloracién rojiza en la piel de
manzanas (Ubi et al., 2006).

Los genes estructurales de la biosintesis de flavonoides que mostraron una
sobreexpresion de los transcritos de hasta 20 veces, como efecto del tratamiento al
gue fueron sometidos los tejidos en este trabajo fueron: FaDFR, FaANR y FaUDP,
los cuales también se incrementaron en col morada cortada al aplicarsele dosis de
irradiacion UV-C de 1.0, 3.0 y 5.0 kJ/m? (Wu et al., 2017). La sobreexpresion de
FaUDP podria explicar una acumulacion de antocianinas diglucosiladas; aunque,
por otro lado, la posible fotodegradacién de compuestos, como antocianinas con
alto grado de glucosilacion, o acilacion por el tratamiento con luz UV-C, permitirian
a su vez la acumulacion de antocianinas no aciladas y monoaciladas, lo que resulta
en un aspecto interesante a evaluar. Considerando que en otras plantas la induccién
de glucosiltransferasas permite la subsecuente acilacion de compuestos, la
respuesta de los frutos maduros de fresa podria mas deberse a la acumulacion de
antocianinas poliaciladas como lo describen Wu y colaboradores (2017). En A.
thaliana, algunos factores de transcripcion de la familia MYB, como PAP, regulan

68



Discusion

directamente la expresion los genes de biosintesis de antocianinas en respuesta a

la irradiacién con luz UV-Ay luz UV-B.

8.6 Cambios en la expresion de genes codificantes de enzimas clave en la
biosintesis de los flavonoides a diferentes tiempos post-irradiacion en F. x

ananassa D. cv. Camino Real.

Estudios previos han demostrado que los genes de biosintesis de antocianinas, son
sobrexpresados con luz UV-C, pero estos efectos son transitorios observandose en
las primeras 24 horas después del tratamiento.

Las fluctuaciones en la expresion de los genes que codifican a la PAL, pueden ser
producto de factores a nivel transcripcional, como factores de transcripciéon (MYB,
LIM y NTS) y post-traduccionalmente a través de la ubiquitinacion por proteinas
repetidas de Kelch F- box (KFB), como lo indican Zhang et al., (2013), resultando
en la degradacion de PAL. También se ha observado la regulacion post-traduccional
por la PAL cianasa enddgena reduciendo la estabilidad de PAL (Cheng, 2001).

Se observé la represion del gen FaCHS, hasta los 60 minutos después de la
irradiacion de los frutos. De acuerdo con Dao et al., (2011), la CHS es inhibida
competitivamente por productos de la via de los flavonoides, como naringenina y
chalcona naringenina, lo que podria sugerir una inactivacion de la enzima, producto
de la acumulacion de dichos compuestos, que también explicaria la induccion y
rapida disminucion del nivel de FaCHS en frutos no tratados. De la misma manera,
la disminucién de la expresion de 4CL en los frutos tratados, podria deberse a la
inactivaciéon de la enzima por la acumulacion de estos compuestos como lo
describen Voo et al., (1995). EI comportamiento de la expresion de FaFLS fue
contrastante en los frutos tratados y no tratados, en donde se produjo una
disminucién de la expresion y un posterior aumento en frutos tratados. Esto podria
indicar una acumulacién en flavonoles a partir de la inhibicion de FaDFR pues
poseen una relacion competitiva en la ruta metabdlica. Para FaFGT, aquellos frutos

a los que no se les aplicoé el tratamiento, mostraron un aumento sucesivo de la

69



Discusion

expresion hasta los 60 minutos; en contraste, los frutos irradiados, incrementaron
su expresion hasta los 40 minutos posteriores al tratamiento. Los transcritos de
FaANS y FaLAR mostraron un patrén semejante, sugiriendo una posible sintesis de
antocianinas despues de este tiempo. Posteriormente, FAANS fue reprimido a los
60 minutos en frutos tratados y no tratados y los niveles de expresion de FaLAR
aumentan en este tiempo en frutos tratados con luz UV-C, lo que sugiere una

disminucién en el contenido de antocianinas y un aumento en trans flavan-3-ols.

8.7 Actividades enzimaticas

Otro de los efectos de la irradiacion de luz UV-C es la prolongacion de la vida de
anaquel en diversos frutos, como consecuencia de un retraso en el proceso de
senescencia y maduracion de los mismos. Diversos autores han asociado este
fendbmeno al incremento en la actividad enzimatica de PAL, entre otros (Gonzélez-
Aguilar et al., 2001). Esta enzima, ademas de ser la principal en la ruta de biosintesis
de flavonoides, media la sintesis de otros compuestos como la lignina. En los frutos
maduros de F. x ananassa cv. Camino Real analizados, la luz UV-C provoco un
incremento estadisticamente significativo (p<0.05) de la actividad, que coincidié con
el aumento en la expresion de las secuencias codificantes para PAL (FaPAL6 y
FaPAL2), y la concentracién de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides
totales inmediatamente después del tiempo de irradiacién, deduciendo que
probablemente el aumento en la actividad fue consecuencia de una induccioén a nivel
transcripcional. El incremento de la actividad enzimatica de PAL resulté ser
transitoria; por ejemplo, en frutos como la manzana, en donde perduré hasta las 72
horas, aunque también se ha reportado la disminucion de la misma debido al
tratamiento (Dong et al., 1995; Chalmers et al.,1973).

La reduccion en la actividad de PAL, puede ser consecuencia de un incremento en
la concentracion del acido ascorbico, el cual causa la disminucion del pH 6ptimo
para que la enzima trabaje (Ojeda et al., 2002), lo que concuerda con el aumento
en la actividad de la ascorbato oxidasa observada después de los 20 minutos. En

los frutos de fresa no tratados, este comportamiento puede deberse a la
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autorregulacion metabdlica para mantener la homeostasis. De acuerdo con Ayala-
Gil (2011), la concentracion de los compuestos aqui estudiados tiende a reducirse
minutos después del tratamiento, pero para los frutos no tratados el patron fue
contrario, por lo que el incremento en la actividad de PAL observado hasta los 20
minutos puede deberse a la sintesis de otros compuestos como acidos fendlicos, lo
cual concuerda con Maccarrone et al., (1993).

Un incremento en la actividad de la ascorbato oxidasa, esta correlacionado con la
disminucién de los niveles del acido ascorbico en frutos tratados. Es importante
destacar que este patron tiene relevancia, ya que los mecanismos de defensa
inducidos deberian conferir tolerancia cruzada a las plantas frente al estrés

oxidativo.
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IX. CONCLUSIONES

= Eltratamiento con luz UV-C en F. x ananassa Duch. cv Camino Real provoca
un incremento en el contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y
flavonoides totales, asi como en la capacidad antioxidante en los diferentes
organos del fruto entero (aquenios y receptaculo).

» El tratamiento en frutos maduros de F. x ananassa cv Camino Real resulto
en un aumento en la cantidad de proteina (Figura 7 y 8) que aparentemente
incluyé a la enzima PAL ya que la actividad enzimatica también aumento
significativamente (Fig. 16) asi como la activacion del gen estructural (Fig.
11).

» La fluctuante expresion de los genes de las diferentes enzimas de biosintesis
de flavonoids a través del tiempo como consecuencia del tratamiento con luz
UV-C, sugiere que la expresion de algunos de estos genes o miembros de la
familia, podrian estar controlados por la luz UV-C pero otros responden a
otros factores.

= EIl tratamiento con luz UV-C provoca un cambio en el metabolismo de

compuestos fendlicos y antocianinas.
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X.

PERSPECTIVAS

Analizar funcionalmente los genes codificantes para PAL, en frutos maduros
de fresa, durante la aplicacion de luz UV-C u otros elicitores mediante
transformacion genética (silenciamiento y/o sobreexpresion), con la finalidad
de dilucidar el posible papel de los diferentes genes.

Analizar los niveles de expresion génica de los miembros funcionales de las
familias de los genes de biosintesis de flavonoides, identificados en este
trabajo, en frutos maduros de fresa ante la irradiacion con luz UV-C.
Realizar mediciones de la actividad de las diferentes enzimas codificadas por
estos genes, para complementar los resultados de expresion de los mismos
como por ejemplo CHS, DFR, ANS y UDP.

Para complementar los resultados, seria interesante evaluar los niveles de
expresion de genes regulatorios de familias como PAP, MYB, TTG y TT.
Determinar el contenido de lignina y proantocianidinas en diferentes érganos
de fresa, con el objetivo de lograr una mejor interpretacion de la regulacion
de la via y de la actividad enzimatica de ésta.

Dado que los compuestos fendlicos aumentan como consecuencia del
tratamiento con luz UV-C y estos actian como precursores de moléculas del
sabor, seria interesante evaluar perfiles de expresion de genes relacionados
funcionalmente al sabor, como los de las enzimas pineno sintasa e
hidroxilasa, aciltransferasas, furaneol y eugenol sintasa.

Para obtener mayor informacion sobre la respuesta a la luz UV-C, y basados
en reportes existentes, se podrian complementar estos resultados con la

medicién de compuestos antioxidantes en los aquenios del fruto.
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Anexos

XIl. . ANEXOS

ANEXO 1. Curvas de calibracion por espectrofotometria UV y UV-VIS. A)
Antocianinas totales, B) flavonoides totales, C) compuestos fendlicos totales, D)

capacidad antioxidante, E) 4cido trans-cinamico, y F) proteinas.
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ANEXO 2. Lista de oligonucle6tidos empleados en el presente trabajo. A)

Secuencias y caracteristicas de los oligonuclettidos disefiados para la

cuantificacion de la expresion por qPCR, y B) sefialamiento de la region que

flanguea los oligonucleétidos seleccionados.

A)

Tabla A2. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la

cuantificacion de la expresion por gPCR en frutos maduros de F. X ananassa cv.

Camino Real.
L [ . .
Accesion Orzjgelltud Eficiencia de
Gen Nombre del gen : amplificacion
NCBI amplicon 0
(pb) ()
FaPAL1 Fenilalanina AB360390.1 201 89
amonio liasa 1
FaPAL?2 Fenilalanina AB360391.1 197 92
amonio liasa 2
FaPALS Fenilalanina AB360394.1 201 78

amonio liasa 5
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FaPALG6

FaCHS

FaC4H

Fa4CL

FaFHT

FaFLS

FaDFR2

FaLAR

FaANS

FaFGT

FaANR

FaGADPH

FaUDP/UFGT

FaActina

Fenilalanina
amonio liasa 6

Chalcona sintasa

Cinamato-4
hidroxilasa
4-cumarato CoA
ligasa
Flavanona 3-
hidroxilasa

Flavonol sintasa

Dihidroflavonol 4-
reductasa
Leucocianidina
reductasa
Antocianidina
sintasa
Flavonoide 3-O-

glucosiltransferasa

Antocianidina
reductasa
Gliceraldehido-3-
fosfato
deshidrogenasa
ubP

glucosa:Flavonoide

3-O-

glucosiltransferasa

Actina

HM641823.1
AB201757.1

DQ898278.1
KX450230.1

AY691918.1
DQO087252.1

AY695812.1
JX134096.1
JX134095.1
AY695816.1

DQ664192.1

AB363963.1

AYS575056.1

AB116565

169

168

117

152

119

151

122

105

164

135

151

107

109

125

96

82

88

94

84

97

93

82

86

87

82

98

96

98

B) Sefalamiento de la regién que flanquea los oligonucleétidos seleccionados. El

sitio de anclaje de los oligonucleétidos disefiados se muestra de manera gréafica

para cada uno de ellos en la siguiente lista; donde de color verde se muestra el

sitio de unién para el oligonucle6tido en directo y en amarillo el reverso.
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ANEXO 3. Correlacion de la expresion génica y la actividad enzimatica de PAL.

Andlisis de varianza multifactorial de la expresion de los genes de referencia, S

actina y GADPH. También se enlistan los grados de libertad (GL, en abreviaturas),

la suma de cuadrados (SC), las medias cuadraticas (MC), el valor F y el valor p. El

codigo de significancia es 0 <****”<0.001<"**’<0.01<"*"<0.05

ANOVA multifactorial de la expresién del gen de p-actina

Factor GL SC MC F p Significancia
Organo 2 24.84 12.420 1.761 0.241
Tratamiento 1 10.90 10.904 1.546 0.237
Tiempo 1 25.79 25.788 4.794 0.0474 *
Organo*Tratamiento 2 1.63 0.813 0.115 0.892
Tiempo*Tratamiento 4 52.13 13.033 35.021  9.03e-09 Frk

ANOVA multifactorial de la expresion del gen de GADPH

Factor GL SC MC F p Significancia
Organo 2 1.60 0.801 0.288 0.755
Tratamiento 1 3.28 3.282 1.180 0.299
Tiempo 4 47.94 11.985 44991  1.00e-09 ok
Organo*Tratamiento 12 3.38 1.690 0.608 0.560
Tiempo*Tratamiento 20 11.96 2.990 11.223  6.12e-05 *rk

ANEXO 4. Comparacion de secuencias de proteinas FaPAL.

Se muestra el alineamiento de las secuencias utilizando el programa PRALINE (A)

y la relacion filogenética de los genes FaPAL en conjunto con los dominios

estructurales de la proteina en A. thaliana (B). Se construyo un arbol filogenético

enraizado con la secuencia PAL de Flammulina velutipes utilizando MEGA 7 por el

método de Neighbor-joining con 1000 iteraciones bootstrap. La busqueda de

dominios se realizé con el programa MEME.
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A)

IIII45 6 7“' conservada

FaPAL6
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ANEXO 5. Contenido de: A) proteinas totales, B) turbidez, y C) transmitancia (%);
en frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real sin tratamiento de luz UV-C,
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A) CTL: Control
CTLS: Control, 8 minutos
CTL20: Control, 20 minutos
CTL40: Control, 40 minutos
CTL60: Control, 60 minutos
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Figura 6A. Efecto del tiempo de incubacion en el contenido total de proteinas en
frutos maduros de F. x ananassa cv. Camino Real sin tratamiento de luz UV-C. Los
valores representan el promedio de tres réplicas, las barras indican la desviacion
estandar y las letras diferentes denotan diferencias significativas entre tratamiento
(ANOVA-Tukey) p<0.05.
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Figura 6B. Efecto del tiempo de incubaciéon en la turbidez de jugos de frutos
maduros de F. x ananassa cv. Camino Real con y sin tratamiento de luz UV-C. CTL

y UV-C denota las muestras de fruto sin y con tratamiento, respectivamente.
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Figura 6C. Espectros de las muestras que muestran la claridad en jugos de frutos
maduros de F. x ananassa cv. Camino Real, determinado por el porcentaje de
transmitancia.

Anexo 6. Secuencias identificadas

Fenilalanina amonio liasa

>FAN iconl9502613.1.g00001.1 /partial
tattacaacaatggcttgccatccaatttgtccggtgggaggaacccaagtttggattatggectttaagggag
ctgagattgccatggcatcttattgttctgagcttcagtttctcgcaaatccagtgaccaaccatgtccagag
tgctgagcaacacaaccaggatgtcaactctttggggttgatttecgtcacgaaaaactgcagaagcagttgac
atactgaagctcatgtcttccacatttttggtagcgctttgccaagccattgatttgaggcatttggaggaga
acttgaagagcacggttaagaa

>FAN 1conl9657031.1.9g00001.1 /partial
ccctgceccttgctacctatccattgatgcaaaaactgagggcagagctagtagaacatgceccttgaataatggtg
acaaagagaagagcacaaacacctccatcttcecctcaagattgctgettttgaagaggaactgaagagtgtcectt
gcctaaagaagtcgacaatgctaggatggaaattgagaatgggaaagcagaaattgcaaacaggatcaaggaa
tgcaggtcttatccattgtacaggtttgtgagggaggaattggggactagtttattgactggtgagaagatca
ggtcacctggagaagaatgtgacaaggtgttcaacgca

>FAN 1conl9833627.1.9g00001.1 /partial
gattggtgaccctgtttcgattgatagagctgtgtatgcgctgaagaattgcgacgggattgtggaggaagcet
actgaggaggagctgatggacgctatggcgcaagctgattcgactgggatgtttatatgeccecgcacactgggg
tggcgctgacggcattggataagcttaggaagagtggggttattggagectggtgatcggactgtggtggttag
cactgctcatggtttgaagtttacacagtctaaggttgattatcactcaaaggccataccagagatggcttgce
cggtttgccaatccaccaacggaggtcaaggcagagttcggggcggtcatggatgttett

>FAN icon20525477.1.g00001.1 /partial
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ggcaagtcaggtggcgtttccgggagagaagatccttggggatgcgaaagagtttgcgaccaagttecttaga
gagaaacaggtttccaatgagttttcagacaaatggatcattaccaaagacttacctggagaggtggtttacyg
cattggattttccatggtatgcgagcttaccccgactggagactagattctacattgaacagtatggcggega
agatgacgtttggattgccaagactctctacag

>FAN iscf00213646.1.g00001.1 /partial
gactactacatgacccgttgaactggaacttggcggcggaggggttgaaagggagccacctggacgagctgaa
aagaatggtgaatgactaccggaagccggtggtgatgctgggaggggagagecctcactgtagggcaggtggeg
gcgattgccaaccacgacggtggcgtgcgecgtggagcectttccgaggagaagecgggctggggtgaaggeccageca
gtgactgggtcatggattcaatggggaagggtacagacagttacggtgtcaccaccgggttcggtgectacctce
ccaccggagaaccaaaaacggtggagctctccagaaagaactcatcag

>FAN iscf00286784.1.g00001.1 /partial
atggagaccgtaacccagaatggataccaccagaatgggatccaaaacggttccttggacattctctgecgtca
aaacagagtccctcaaagctgtttcggacccgcttaactggggagcggcggcggagtccatgacaggcagceca
ccttgatgaagtgaagcgcatggtggccgagtacaggaagcctgtggtgaagctcggtggaaagaccttgact
attgctcaggtcgcggccatagctaaccatgactctggtgtcaaggttgaactggatgagtctgccagggetg
gtgtgaaggccagtagtgactgggtgatggactccatgaacaaaggaacagacagctatggtgtcactaccgg
gttcggtgcgacctcccacagacgaaccaagcaaggcgctgcacttcagaaagagctgattagattcttgaac
gctggagtatttggcaagggaacagagtctcacaccctgecctcaccctacaacaagagcagceccatgecttgtta
gaatcaacactctcctgcaaggctactccggcataagattcgaaatcttagaagccatcaccaagtttctcaa
ccacaacattactccctgettgectctcececgeggcaccatctectecteccggagaccttgtgeceectttectat
attgccggactactaaccggccgccccaattctaagteccgttggaccaaaaggcgagaccctcaatgetgete
aggctttcgaacaagtcggtatcagctcagggtttttcgag

>FAN iscf00312646.1.900001.1 /partial
Cacatttttggtagcgctttgccaagccattgatttgaggcatttggaggagaacttgaagagcacggttaag
aatactgtgagtcagttggccaagaggcttttaactaccggggtgaatggagagcttcacccttcgaggttet
gcgagaaggatttgcttatggttgtcgaaagggagtaccttttcgectacattgacgateccttgcagegetac
atatccgttgatgcaaaggctaaggcaagtgcttgttgaacacgeccttgacaaatggtgaaaatgagaagaac
gcaaacacttcaattttccaaaagatttcggcatttgaggaagagcttaaggccattttgecctaaagaggttyg
aaagcgctagggctgcatgcgagagcggtaatgcggcgattccaaacagaatcatcgagtgcaggtcatatcece
tttgtacaaatttgtgagggaggagttggggggagagttcttgacgggcgaaaaggtcaggtcacccggggag
gagtgtgacaaggtattcacagctatgtgccaggggaaaatcattgatccaattctcgattgecctcagtggtt
ggaacggtgaacctcttccgatatgctag

>FAN iscf00320447.1.900001.1 /partial
Caaccatgtccaaagtgctgagcaacacaaccaagatgtcaactccttgggactgatctcecctctagaaaaaca
tccgaggctgtcgacattttgaagctaatgtcatcaacattecctagttgcattgtgeccaagectgttgatctca
ggcatatggaagagaacttgaagagcgttgtcaagaacactgtaagtaatgtggccaggaggactctcaccgt
tgcccctaacggtgagcttcacccectctcecgattectcagagaaacacctgetcectcagtecgtggaccgecgagtac
cttttctcctacattgacgacccctgecttgctacctatccattgatgcaaaaactgagggcagagctagtag
aacatgccttgaataatggtgacaaagagaagagcacaaacacctccatcttcecctcaagattgectgecttttga
agaggaactgaagagtgtcttgcctaaagaagtcgacaatgctaggatggaaattgagaatgggaaagcagaa
attgcaaacaggatcaaggaatgcaggtcttatccattgtacaggtttgtgagggaggaattggggactagtt
tattgactggtgaaggtgatttggttaaggtctcaatcaagaagaacccacaatcgatcaatacaatagctgce
tatcaaaggtgcagaaatcgcaatggcatcatactgctccgagcttcagttcctagccaaccctgtgaccaac
catgtccaaagtgctgagcaacacaaccaagatgtcaactccttgggactgatctcecctctagaaaaacateccg
aggctgtcgacattttgaagctaatgtcatcaacagcaaacagataa

Cinamato 4-hidroxilasa

>FAN 1scf00015016.1.g00002.1

atgcgcaggatcatgacactgccatttttcaccaacaaagttgtgcaacattatagcaacatgtgggaggagg
aaatggacctagttgtgcatgatctaagtaaagatgagggagtgaagactagaggtatagtcataaggaaacg
cttgcaactgatgttgtacaacattatgtataggatgatgtttgatgccaagtttgaatcacaagaggacccc
ttgttcattgaagctacccggtttaactccgaaagaagccggttggectcagagectttgagtataactatggtg
atttcattcctttgctcagaccatttctaagagggtacttgaacaagtgcagtgacttgcaaaccaggcgact
ggcctttttcaacaacttttatgttgagaaaagaaggcaaattatggctgccaatggagagaagcacaaaata
agttgtgccatagatcacataatagatgctcaaatgaagggtgagatcaatgaagaaaatgtgctctacattg
tagagaacattaacgttgcagaaatagagacaaccctatggtccatggaatgggcaatagctgaactggtgaa
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tcattctactgtccaatgcaagatccgcgacgaaatctcaaccgtccttaaaggagctacggtaacagaatcce
aacctacatgaattaccttacttgcaagcaactgtaaaagagacattgaggttacacaccccagtacctctgt
tggtaccccatatgaatcttgaagaagcaaagctaggaggttataccatcccaagagagtctaaggtggttgt
caatgcatggtggttagccaacaaccctgcctggtggaaagacccggaggagttccggeccggagegtttettt
gaggaagaccgtggcacagaggctgtggcaggtggtaaagtcgattttagatatgtgccatttggtatgggaa
ggagttgcccagggatcatacttgcactgccaattttagggcttgttattgccaaattggtatcgaattttga
gatgaaggctcctcctggggtggagaagattgatgttagtgaaaaaggagggcagttcagcttgcacatagceca
aaccattcaactgttgtgttcaacaaacttggttcatga

>FAN iscf00153220.1.g00001.1
atggctcatctagtcaccaaatcccectcecttgttttgetettttctcattgtaacattgectttacttcttcectatt
ccatttccacttcctctaatcttectecctggecctcecttgecctecccaatectttggcaactggetccaactagg
caatgacatcaaccaccgccttctcgcaaccatgtcacaaacatatggctctatattcctectcaaacttgge
tccaaaaacctggctgtggtttcggaccccaagctagcaactcaagtceccteccacageccagggagtagagtttg
gctctcgccecctecgcaaccttgtecttcgacattttcactggcaatggccaggacatggtgttcacagtttacgg
tgatcattggcgcaaaatgcgcaggatcatgacactgccatttttcaccaacaaagttgtgcaacattatage
aacatgtgggaggaggaaatggacgtagttgtgcatgatctaagcaaagatgagggagtgaagactagaggta
tagtcattaggaaacgcttgcaactgatgttgtacaacattttgtataggatgatgtttgatgccaagtttga
atcacaagaggaccccttgttcattgaagctacccggtttaactccgaaagaageccggttggctcagagettt
gtgtataactatggtgatttcattcctttgctcagaccatttctaagagggcacttgaacaagtgcagggact
tgcaaaccaggcgactggcctttttcaacaacttttatgttgagaaaagaaggcaaattatggctgccaatgg
agagaagcacaaaataagttgtgccatagatcacataatagatgctcaaatgaagggtgagatcaatgaagaa
aatgtgctctacatcgtagagaacattaacgttgcagcaatagagacaaccctatggtccatggaatgggcaa
tagctgaactggtgaatcattctactgtccagtgcaagatccgcgacgaaatctcaaccgtceccttaaaggagce
tacggtaacagaatccaacctacatgaattaccttacttgcaagcaactgtaaaagagacattgaggttacac
accccagtacctctgttggtaccccatatgaatcttgaagaagcaaagctaggaggttataccatcccaagag
agtctaaggtggttgtcaatgcatggtggctagccaacaaccctgectggtggaaagacccggaggagttecyg
gccagagcggttctttgaggaagaccatggcacagaggctgtggcaggtggtaaagtcgattttagatatgtyg
ccatttggtacgggaaggaggagttgcccagggatcatacttgcactgccaattttagggecttgttattgeca
aattggtgtcgaattttgagatgaaggctcctcecctggggtggagaagattgatgttagtgaaaaaggagggca
gttcagcttgcacatagcaaaccattcaactgttgtgttcaacaaacttggttcatga

>FAN iscf00190107.1.g00001.1
atggatctccttctcttggagaagaccctaataggtctecttcatcgectgtagtcgtcgcaatcatecgtcectceca
agctccgcggcaagaagttcaagctceccecctececggtectatececeecgteccececcgtecttecggecaactggctceccaagt
cggcgatgacctcaaccaccgcaacctcactgacatggctaaaaaattcggcgacgtgttcatgetecgecatg
gggcagcgcaacctcgtcgtggtctecgtcacctgacctcgccaaggaggtcecctceccacactcagggegtcgagt
tcggctcccgaacgaggaacgtegtgttecgacatecttcaccgggaaaggacaggacatggtgttcacecgtgta
cggcgagcactggaggaaaatgaggaggataatgacggttcctttcttcaccaacaaggtggtgcagcagtac
cgccacggctgggagtcggaggcggcggcggtggtggaggacgtgaagaaacaccccgaggccgceccaccagcyg
ggatggtgctacgtaggaggctgcagctgatgatgtacaacaacatgtacaggatcatgttcgacaggagatt
tgaaagcgaggaggatcctctgttecgtgaaactgaagggtttgaatggagagaggagccgacttgecgcagagce
tttgagtataattacggtgactttattcccgtgctcecggeecgttecteccgagggtacctgaagatctgtaagg
aggtgaaggagaagaggattcagctcttcaaggactatttcgtcgatgagagaaagaaacttgcaagcacaca
ggtcacaactaatgatggattgaagtgtgccattgaccacatcttggacgctcaacaaaaaggagagatcaac
gaggacaatgtcctttacatcgtcgagaacattaacgtcgccggccaaagctcaaagtatccatcaatcatceca
tgagcaaggttcgagtagttgcgctgcttacggcactatcttattttgttaggtaccttecegtttggtgtegg
ccggagaagttgtcccgggattattttggcactgeccgateccttggggttactttgggacgtttggtccagaac
tttgagatgttacctcctccaggacagactcagcttgacactacggagaaaggtggacagtttagecctgcata
tcttgaagcactctaccatagtcatgaagccaagggcataa

4-cumarato CoA ligasa

>FAN iscf00086023.1.g00001.1

atgacagaggcagggccagtgctatcgatgtgcctggcattcgcaaagcaaccgtttccaacaaagtcagggt
catgcggcaccgtggtccggaatgcagagctcaaagtcatcgaacccgaaaccggtecgectecctecggctacaa
ccagcccggcgaaatttgcatcecgtggctctcagatcatgaaaggatatctcaacgacgatgecggecgacggca
accaccgttgattgcaggcaaaaagatgacgctgctggggaagttccggttgcattcgtegttecgatctaacyg
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gtaacgagctcactgaagaggccgtcaaagaattcatagcaaagcaggtggtgttttacaagagactgcacaa
ggtgtacttcgtgcatgcaattcccaaatctccgtctggaaaaatcttaagaaaagacctcagagccaagcta
ggtgcagctactccaaacgtctaa

>FAN iscf00187887.1.g00001.1
Atgaaggatgatgctgctggcgaggttccggttgectttgtagtgaggtcaaatggaactcagatcactgagg
atgaaatcaaacaatttatttcaaaacaggttgtattctacaaaagaataaatagagtatttttcatcgaagce
cattcccaagtctccatcaggcaaaatcttgcggaaggagttaagagcgaagecttgectgectggectttgcaaat
tga

Chalcona sintasa

>FAN iscf00114710.1.g00001.1
atggagtctctagccaaagaagcaaaggttccagcctcaatactagccattggcactgcaaatccagtaagcet
gctactaccaagatgactatcccgacttcttgttcaaagtcaccaaaagcgagcacgagacgggattaaaaga
caagttcaaacacatatgtgaaaagtcgatggtgaagaagcgttatctgggcatcaccgaagagagtctgaaa
gccaaccctaacatatgctcecctacaaggctccecctcactcaatgcacgtcaagacttgttggttcacgaggtec
ctaaactccacctcatcttctgcacagcttecctgegtcgacatacctggtgecgactttcagectcatcaaget
cctcggcctcaatccatctatcaaccgecgtcatgatctacctgcaaggectgetttgetggtgggacggtgeta
cggattgccaaggacatagccgagaacaatgccggagctcgtgttecttatecgtcectgetctgagatcaccacca
tgttatttcagcaaccttgtgacactcacttggatgtattggtcggacaggcactgtttggagacggtgcggce
ggctttgatcgttggggctaatccggaccctgaaagtgaatgtcaacttttcaatgttatgtctgectagagag
actattatcccaaactcggagcatgcagttatgggacacttgcgtgagatgggatttgagtattatttatcat
cagaagttccagggttggttggtgcgaacatagaagaggttttgagtaaagggattgagggcattggtgttaa
tggtaattggaactcattgttctatagtattcatcctgggggtcctgeccattctggacaaagtggaagaacaa
ctgggtttgaaggaggggaagctgagagcaacaaggcatattcttagtgagtttgggaatatgggagctcecat
gtgtgtattttattttggatgagatgaggaagaagtcagtggcggaaggaaaagccacaactggtgaagggtt
ggaatggggggtcttaattgggatcgggccaggacttactgtggagactgttgtgcteccgtagtgecteccggece
actgctatttga

>FAN iscf00123220.1.g00001.1
atggtgaagaagcgttatctgggcatcaccgaagagagtctgaaagccaaccctaagatatgcacctataagg
ctccctcactcgatgcacgtcaagacttgttgattcacgaggttcecccaaactcggcaaggaagcggegttgaa
ggccatcagagaatggggacatctcatcttaagcctcacccacctcatecttectgcacagecttectgegtcecac
atgcccggtgccgactttcagectcgtcaagctectecggectcaatceccatctatcaaccggttcatgatctace
agcaaggctgctttgctggtggcacagtcctacggatttccaaggatgtcgccgagaacaatgccggagcteg
tgttcttatcgtgtgctgtgagatcaccaccatgttttttcagcaaccttgtgacagtcccaaggatgtattg
gtcggacaggctctgttttcggatggtgcggecggctttcatecgttggtgttaatcctgaccccaaaagtgaac
aagttccggagttggttggtgcgaacatagaagaggtttcgagtaaagggattgagggcattggggttaatgg
tgattggaactcattgttctatagtattcatcctgggggtcctgceccattctggacaaagtggatcggaagaac
aactgcatgaggaagaagtctggtgaagggttggaatggggggtcttaattgggatcgggccagaacttactyg
tggagactgttgtgctgcgcactgaagctctcgctcttectaatagectcattgaagcaaaaaggagaggett
tacaaaggtggagattgaaggtgactccaagcttgtgttagatgccattaatggccactctacaccccttgga
gaattcgcgagctttgtcaagatattaaggttagagaaccatcgtgtatgggaggagtgtgttcccccagatyg
cggcgctagctttaacctttgactatgtaaacttcatgtgcacttga

>FAN iscf00382872.1.g00001.1
Atgactggtctatgggcaggaaagggtaaggatgatgagaatgattgtaatgagaagagacaagatgagcaaa
gcagggaccctatctgccccaagccaagggaacttttggagaaaaacaaagctaaatctgccatagactgtat
tccttatgcctceccggcagecctcaaactgagatagagagctttggaggaagtagacatgtggttgatctgecaa
agaagaagttgtgcatgtaggaggtgggatctcactggcattccatgcaaacgtcaaaagttgatggtgaaga
agcattatctaggtatcacagaagagagtctgaaagccaatcctaacatatgcacctacaaggctccecctcact
cgatgcacgtcaagacttgttgattcacgaggttcccaaactcggcaaggaagcggcgttgaaggccatcaga
gaatggggacatcccatctcaagcctcacccacctcatcttttgcacagettecctgegtecgacatgeccecggtyg
ccgactttctataa

Dihidroflavonol reductasa
>FAN iscf00009622.1.900002.1
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atgggatcggagtccgaatcagtttgtgtcaccggagecctcececggtttegtecggatcatggetggtcatgagac
tcctagagecgtggctacactgtccgageccaccgtgcgagaccctactaatgcgaagaaggtgaagcatcectget
agacttgccgaaggcggcgactcacttgacgctgtggaaggcggacctggcggacgagggcagcttcgacgaa
gccattaagggatgcagcggtgtgttccatgtcgccacacctatggattttgagtccaaggaccctgagaatg
aagtgataaagccaacaataaacggggcgttagacatcatgaaagcatgtctgaaagcaaagactgttagaag
gctggtgtttacagcttctgcgggatctgtaaatgttgaagagacccaaaagccggtctacaatgaaagcaac
tggagcgatgtcgaattttgccggagagttaagatgactggctggatgtattttgtgtcaaaaactctggetg
agcaagaggcatggaagtttgctaaagaaaacaacattgatttcattaccattataccaactctggtcatcgg
tccatttctcatgccggctatgececgecgagtctcattaccggactttegectetatttggaaatgaaggtecat
tattcgatcataaagcaaggccagtttgtgcatctagacgacctctgccagtctcatatatacttgtacgagce
atccgaaagcagagggtcgctacatttgttcatcgcacgatgctacgattcatgaaattgcaaaattgctaag
agaaaagtatcccgaatacaatgttcctacaaagttcaagggcattgaagataacttgacaaaggtccatttt
tcttcaaagaaattgttggaaacagggtttgagttcaagtacagcttggaggacatgtttgtaggggcagtcg
atgcttgtaaagcaaagggtttgcttccgectectactgaaagagttgagaagcaggaggctggcgatagecag
tgtcgtccatgtcgaagtcactggctaa

>FAN iscf00201018.1.g00001.1
atggggttgggagcagaatccggatccgtttgtgtgacgggecgectcececggtttegtecggttcatggectegtcea
tgagactcctcgagcgcggctacaccgtccgageccaccgtgcgagaccctgctaatttgaagaagaacgaagt
gataaagccaacaataaatgggatgttagacatcatgaaagcatgtctcaaagcaaagacagttcggagggtyg
gtgtttacatcttcggccggagctgtcgceccattgaagagcatcgaaaagaggtctacagcgaaaacaactgga
gcgatgttgtgttttgccggaaagtaaagatgactggttggatgtattttgtatccaaaactctagccgagea
agcagcatggaagtttgccaaagaaaacaacattgatttcattacgattatcccaactcttgtaatcggtcecct
tttctcgcgccatctatgccaccaagectcatatctggactttcaccactcactggtaattaa

>FAN iscf00271438.1.g00001.1
atggctcgtcatgagactcctcgagcgcggctacaccgtceccgagceccaccgaggcatggggttgggagcagaat
ccggatccgtttgtgtgacgggecgectcececggtttegtecggttecatggecttgtcatgagactecctecgagegegg
ctacaccgtccgagccaccgtgcgagaccctgctaatttgaagaaggtgagacatctgectggagttaccacag
gcggccacgcgactgacgctgtggaaggcggacctggacgtcgagggaagctttgatgaageccattaagggcet
gcaccggagtgtttcatgtcgccacgcecctatggatttcgagtccgaggaccctgagaacgaagtgataaagcec
aacaataaatgggatgttagacatcatgaaagcatgtctcaaagcaaagaccgttcggagggtggtgtttaca
tcttcggccggagctgtcgecattgaagagcatcgaaaggaggtctacagcgaaaacaactggagcgatgttyg
tgttttgccggaaagtaaagatgactggttggatgtattttgtatccaaaactctagccgagcaagcagcatg
gaagtttgccaaagaaaacaacattgatttcattacgattatcccaactcttgtaatcggtecttttectecgeg
ccatctatgccaccaagcctcatatctggactttcaccactcactggtaatgttcecccactagetttggaggaa
atgaagctcattatgggattataaagcaatgtcaatacgttcacctagatgatctctgccaatctcatatatt
cctctacgagcatccgaaagccgagggccgctacatcectgttcatcacatgatgeccacgattcacgacattgtg
aaattgctgaatgaaaattaccccaagtataatgttcctaagaagtaa

Flavanona-3-hidroxilasa

>FANhyb icon00001777 a.1.g00001.1
atggcccctactcecctactactctgaccgccatagcgggggagaagaccctccaacagagcttegtecgegacyg
aagatgagcgccctaaggtggcctacaaccaattcagcaatgatattccgatcattteccectectecggecatcecga
agaggtcgaaggccgccgcgctgagatttgcaagaagattgttgaggecctgcgaggactggggegttttceccag
attgttgatcacggcatcgaccccaagctcatctcagaaatgactcgtctcgeccagagagttecttegetttge
cgccggaggaaaagctccgtttcecgacatgteccggtggcaaaaagggtggcttcatecgttteccagecatttaca
gggagaggcggtgcaggattggcgcgagattgtgacctacttctcatacccggtgecgeccaccgtgactacteg
aggtggccggacaagccggaggggtggagagatgtgacaaagcagtacagtgacgagctgatgagcttggceat
gcaagctattggaggttttatcagaggccatgggtttagagaaggaggcattgacaaaggcatgtgtggacat
ggaccaaaaggttgttgttaatttctacccgaaatgcccccageccggacctcactctcggactcaaacgeccac
acggatccgggtaccatcacccttttgctgcaggaccaagtcggtggacttcaggccaccagggacggcggaa
agacgtggatcaccgttcaacctgtggaaggagctttcgtggtgaaccttggagaccatggacatgtgagtat
actttgcgacaatttcaattaa

>FANhyb rscf00001226.1.900004.1
atggcggcgaacacaatggcgagatcctttcttcaggttgecggctacagaagagtttgctectectcectcagag
ttgttcagatcgagggactggttattttaaagataatcaaacactgcaaggagttttcacctaatctggtcac
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cgggcagcttcttggattggatgttggtagtgttcttgaagttactaattgtttccecgttecccggcaagggtyg
gtggaggaggatgaagagattgaagctgaaggtgccaattaccaacttgagatgatgaggtgtttgagagagg
tgaatgttgacaacaacactgttggatggtaccaatccacgttgatgggtgcttatcaaacagatgaggtgat
tcaaacattcttgaactaccaggaaaatatcaaacgatgtgtgtgcatcatttatgatccattgaaatccaat
cagggagtcttagcactcaaggcgttgaagctttctgattcattcatggagctgtaccgcagtaacaatttta
caggagagaagatgagggagaaaaacctttcgtgggtggatatctttgaggaaatacctatcaaagtttcaaa
ttctgcacttattagtgcatttatgacggagttggaagctgatacacctgttacccagtgtgattgtgategt
ctgcaattatcaactagtccatttctggagaggaatgtggaatttcttattgagtgcatggatgatctgtectg
cggaccagcagaagttccaatactattacagaaacctgtcacgccagcaagcccaacaacaagcecctggetteca
aaagagaagctacagctcacctggagttgcttatgcatttgacgtgactggcctacttaactggactgagaac
atggcacggaaggctgctggagaagaaccccttcctgaagaggatccttcaaatcccattttcaagecactac
ccgagccttcacggttggacagctatctgataacaaatcaagtctcaaactactgcaaccaaattaatgggtg
ggtatgcttgtatattagctccggtcaacttggaaagggtccgactggtcgattcttacccaacttgaaaact
ggacgggttcgggtgggtcttgctggcggcaaacgctttatatttacagttacgccaccgatgetecttttgte
caaaccgctacagggtggcgaaatgcagccccaaagctttgattctecttgatgattatttcaatttecggtcac
gctgggttatcctaagctgcagttgatgaataaggtgtcaaacggcactcttgtgaagctctacatggttgta
tacttggtttctggtttagtggaatgtagccgaagtttaggggtcattgaactgctgcgaacgtcgggggtca
ctgttttaagtggtggcggtggaagttttggggtcattgaaccaccgccagecgtcggggtcactgttecctagt
ggtggcggtgggctgttctcecgtacattagttgecttecggtttgtttectttagettgtatggactattgactatyg
cttgaattgacaaaacctttctatgtgatgcgagcaatatggtatggcactatgcttcgegtgtag

Chalcona isomerasa

>FANhyb rscf00000241.1.900008.1
atgattccaggatacagggaaaaagtcttcgcaattattggcgttaaagtatatgctgcgggattatacgtaa
atcagtccatcttaaataacttgaatgcttggaaaggaagaccagctgctgagattcaaaaggatccatccecct
gttcagctccatgtttcaatctccttctgagaaatcattacagattattctggttagagatgttgatgggaaa
acattctgggatgccttgaatgatgccatctctccaagaatcaaatcacccactcecctgttgatgattacatct
attgtgacattcaggtttctatctcatctaatgggcttccgtctagtgtggatgctacaatagaatcagaaaa
cgtgagttcggcgctttttgatgtattttttggagacactecctgtttctectaccttaaaggettectgttgeca
accggattggaatcagtcctcaagtag

>FANhyb rscf00001140.1.900004.1
atgcttgaaaaggctatttggcataaatgtatttatgctgatgataaagacgtaaagaaattgcttagcgaaa
aatatggaaaattgtccctttctgaactccaggaaaacaaggagtataatgatgtgctgctggaaactgatat
aggggtgactgttagacttcaaatagtttatggcaaattgagcattggttctgtacgtagtgcttttgaggag
tccgtaggaaccagacttcagaagtttgggggatcagataatcaagaattgctacagaggttcacttctcaat
tcaaagatgaaattaaaataccacaaggatctataatagacctgtcaagggaaccgggctatgtacttcgaac
aaccattgatggaaatgatgtaggaagtatccagagcaaagtcctgtgtaaatcgattctggatttgtatata
ggtgaggaaccatttgataaacaagccaaagaagatgtgaagctcaatttggcctctgtceccttcaggagtag

Antocianina sintasa

>FAN iscf00130585.1.g00001.1
atggtgactacaatggtgactgctgcatccattggttcaagagttgagagtttggccagcagcgggatctcaa
cgatcccgaaggagtacgtgagacccaaagaggagctcgttaacatcggtgacatattcgaagacgagaagag
caccgaagggcctcaagtacctaccattgatttgaaggagatagattccgaggacatcaaagtgaggaagcaa
tgtagggaggagttgaagaaagcagccgtcgaatggggtgtcatgcaccttgtcaaccacggcatctcececgacg
agctcatggaacgggtcaagaaggccggaaaagccttectttgatecttecccattgagcagaaggagaagtatge
caatgaccaggcctccggcaaaattcaaggctacggaagcaagcttgcaaacaatgcttccgggcaacttgag
tgggaggactactttttccactgtgtttatcctgaggataagecgtgacttgtccatttggectcaaacacctt
ccgactatatgcaagtgttacaaacccac

tgctag

103



Anexos

Antocianidina reductasa

>FAN iscf00122841.1.g00001.1
atgtcgccaagaaatgatgatggagttggattcagacccttacttgatgagtcatgttggacaccccttgatyg
cctcatctacttatggaaatgagttcactttggggtacatcaaatcaaagaccttagctgagaaagtagtgcet
gagctacaatgactctgatgatagtaaattagaagtggtaactcttccttgtggcttagtgggaggagaaact
ctactttcatatttgccaggaagtgtgggtgcaattctgggatttctggcccaacttactggggacttgecttt
cttgcaatgccttaaaattcttgcaagaatttatgggatcagttcecctctggtgcacattgatgatgtttgeca
agcacatatcttctgcatattgactgaagggcctgaagaaggaagcaaaagtgatttcagtaagctgaagaag
atggggtttgagtaccagtatggcatcaaggagatactagatgacagtgtagcatgggaaaagaagttaaaaa
gagctctttttctcaagcagtttagccecctggtacttga

>FAN iscf00190964.1.g00002.1
atggagaagaacaaagtctctagagtttgtgttacaggtggttctggatatattggttgctggcttgtcaaaa
cgctcctcgagaaggggcacacagtccatgceccactctcagaaacttagaggatgaatcaaaagtaggecttet
gaagtctctccccaatgcagacactaatttgctgectgttcagtgctgatatatacaatcctaatgacttcaag
cctgctattgaggggtgtgagtttgtttttcatgttgcaactcctatgcaacataattcccaaagectcecccagg
ggtatattaaatcaaagaccttagctgagaaagcagtgctgagctacaatgactttgatgatagtaaattaga
agtggtaactcttccttgtggcttagtgggaggagaaggtcttctttcatatttgeccgggaagtgtgggagta
attctggcacaacttactggggacttgctttcttgcaatgccttaaaattgatgcaagaatttatgggatcag
tcccectcectggtgcacattgatgatgtttgeccgagcacatatecttctgecatggaacageccatcaatgaaaggecag
attctgttgtgcagttgcgtgtcactctatcaaactcggccatctagaagactattaa

Flavonol sintasa

>FAN iscf00079845.1.g00002.1
atgggggtacaaagagtgcaagacattgcatctacaatttccgaggacacaatcccggcagagtacgttaggt
cggagaatgagcagccgggaatcaccaccgtccccaatacagtcecctcgaatgecctaccattgatttcagega
ccctgatgaggagaagctcctcaaacaaatcttcgaggccagcaccgactggggcatgtaccaaatcgtgaac
cacgacatttccaacgaggccatatccaagttacaggccgttggaaaagaattctttgaactceccgcaggagg
agaaagaggtttacgcaaaagatcctaactcaaagtccgtggaaggatacggtacatttctacagaaggaact
ggaagggaagaaagggtgggtggatcatctgttccataagatttggccaccttctgccattaactaccgettt
tggcctaagactccagcttcttacaggcattcaataattggagctcgacccaaattaggtgatactceccgcage
tacgggtgggactctcactctctcagccatggcaaaactttctgggttgccaccaaattctggteccctgagat
tgggggttcttatttgcttgtgttgtatcaatacgaaccaagtgttcctatgatcttctcattcatcacaacc
ctaatgaattatttcatatgccttcctgagttctggggtagggaagccaatgaagagtatgcaaagaatttac
acaaggtggtggagaagctatttaaacttttatctttggggttagggcttgaagcacaagaactgaaaaaggc
agttggtggtgatgacttggtgtaccttctcaaaatcaattactatccgeccgtgtecctcecgecctgatettget
cttggtgtggttgctcatactgacatgtccgceccctcaccattctecgtecccaacgaagttcagggectccaag
cttgccgcgatggccagtggtacgatgtcaagtatatccctaatgceccctggtcatccacattggtgatcaaat
ggagataatgagcaatgggaagtacagggctgtgctgcacagaaccacagtgagcaaagacaagacgagaatc
tcttggcctgtattcecctggaacctceccagcagaccaagtaatagggcectcatcccaaactecgttgatgataagg
agaatccaccgaagtacaagaccaagaagtacagcgagtatgtttacaacaagctcaacaaaatcccccagtyg
a

>FAN iscf00135625.1.g00003.1
Atgccggtagagagagttcaggcattggecctttggcgggatcaaggagectcecccgaccaagttcatececgectet
tccatgagcagccacagaacagcaaggccgtggagggagttgcagtgeccggtcatttececctagcatecgecaca
tgaggaccttgtggaaaaagttgccgaggcagctgctgagtgggggttctttctcatcactgaccatggggtyg
ccagcttcattgatagaggagttacagaaggttagcaaagagttttttatgctgccacaggaggaaaaggagg
cctatgcaaatgaccctgctagtcccatacccatcaaatctgcaccatggggtgceccagcecttcattgatagagg
agttacagaagcgcacccgttcatctceccgecgtccatttgacgecggacttttgactttttcaaaatagacgge
ggagatggacgggtgcgcggcgcacccggggaagtaaatgaggagtacaagaaggaaatgctgagagtgacag
acaagctattggaggtgctttcagagggtctaggcctggataggaagatggagatcttgagcaatggtaagta
caagagtgttcttcacaggagcttggtgaacaaggaacgcatgcgcatgtcgtgggectgtgttcattgtgecg
ccacatgaggctgtgattggccctctgceccggagecttgttgatgagcaaaatcctgccaaatactcgaccaaaa
catacagcgaataccgataccgcaaattcaataagatcccacaatag
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Leucoantocianidina reductasa

>FAN iscf00330982.1.900001.1 /partial
cacttacgtcctcgtccgacccggceccgtctegtecttccaagteccgacaccatcaagte
cctcaaagacagaggcgccatcatcctacatggggtgatgagtgataagccattgatgga
gaagctactgaaagagcatgagatcgagatagtcatatcagccgtgggtggtgcaacaat
tctagaccagatcaccctagtcgaagccattacttctgtaggaacggtcaagaggtttet
gccgtcggagttcgggcatgacgtggaccgggeccgatccggtggaaccgggtctgaccat
gtatttggagaagcgcaaggtgaggcgtgcgattgagaagagtggggtccect

>FAN iconl9536065.1.900001.1 /partial
accgggtctgaccatgtatttggagaagcgcaaggtgaggcgtgcgattgagaagagtgg
ggtcccttacacgtacatttgttgcaattctattgecttcttggeccctactatgacaacaa
gcatccttccgaggttgttccaccgttggatcagttccagatctacggtgatggcacggt
taaaggtatggttgtacggtttccgatatattccttggaaaactctgaagaaagatattg
a

Anexo 7. Primers 3’ RACE

El disefio de los oligos se realizé de acuerdo a lo establecido por Frohman (1990) y

Loh (1991). El sitio de anclaje de los oligos disefiados se muestra de manera grafica

para cada uno de ellos en la siguiente lista; donde de color f888 se muestra la region

codificante de cada gen y en verde la secuencia de los oligos disefiados. Para los

genes cinamato 4 hidroxilasa, la secuencia es parcial y pertenece a Fragaria

chiloensis f. Patagonia.

NCBI

Gen Secuencia5’-3’

Accesion

Fenilalanina amonio HM641823.1 ACGACCCCTGCCTTGCTACCTATCC

liasa

Cinamato 4 hidroxilasa DQ898278.1 GTCACAGAACCCGAACTTCACAAGC

4-coumaroil CoA

APB87291.1 ATGAAAGATGAGGCTGCAGGAGAGG

ligasa

Flavonol sintasa DQO087252.1 CCTGATCTTGCTCTTGGTGTGGTTG

Dihidroflavonol 4-

AY695812.1 GAGGGCCGCTACATCTGTTCATCAC

reductasa

Leucoantocianidina 4-

JX134096.1 CAAGAGGTTTCTGCCGTCGGAGTTC

reductasa
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Chalcona sintasa AB201757.1 GGGCTCACATTTCACCTCCTCAAAG

- Fenilalanina amonio liasa
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