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Abreviaturas
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°C Grados centigrados

uF Micro faradio

pL Micro litros

A Adenina

aa Aminodacido

ADN Acido desoxirribonucleico

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphisms

APS Persulfato de amoénio

ARN Acido ribonucleico

At Arabidopsis thaliana

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Base pair (pares de bases)

bsa Albumina de suero bovino

BSA Bulk Segregant Analysis

bZip Basic leucine zipper

C Citosina

CcCcT Motivo CONSTANS, CONSTANS-like y TIMING OF CAB EXPRESSION 1

cDNA Molécula de ADN complementario

cM CentiMorgan (unidad de mapa)

cm Centimetros

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

cv Cultivar

DArT Diversity arrays technology

Dil Dilucién

DN Dia neutro

DNasa Enzima endonucleasa que genera rupturas no especificas en el ADN

dNTPs Mezcla de desoxirribonucleotidos trifosfatados (ATP,CTP, GTP Y TTP)
DTT Ditrioteitol

Duch. Duchesne

EB Variedad de fresa de Dia neutro o everbering.

EDTA Acido etilendiaminotetra-acético

ER Enzima de restriccién

EST Expressed Sequence Tag

etal. et aleri

F1 Primera generacidn tras cruzamiento de parentales.

F2 Segunda generacion tras la auto-fecundacion de la F1
FAO Food and Agricultural Organization of the United Nations
FMIs Grupo de genes que controlan la identidad del SAM

FPIs Genes que actian como integradores florales

FPKM Fragments Per Kilobase of exon model per Million mapped reads
g Gramos

G Guanina

GA(s) Giberelina(s)

GBS Genotyping by sequencing

HG Grupo de homeologia

ID Numero de identificacion
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NCBI National Center for Biotechnology Information
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NGS Next generation DNA sequencing methods
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Genes

AG AGAMOUS

AGL AGAMOUS LIKE

AP1 APETALA1

ATC ARABIDOPSIS THALIANA CENTRORADIALIS HOMOLOG
BFT BROTHER OF FT and TFL1

CDF CYCLING DOF FACTOR

co CONSTANS

coL CONSTANS-LIKE

COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS1
CRY CRYPTOCHROME

DEF DEFICIENS

FD FLOWERING LOCUS D
FKF1 FLAVIN KELCH F-BOX1
FLC FLOWERING LOCUS C
FLD FLOWERING LOCUS D
FLK FLOWERING LOCUS K
FRI FRIGIDA

FT FLOWERING LOCUS T
FUL FRUITFULL

GA200ox Dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato 20
GA2o0x Dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato 2
GA3ox Dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato 3

Gl GIGANTEA

GID1 GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1
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Hd3a Ortdlogo a FT en arroz

LFY LEAFY

MFT MOTHER OF FT and TFL1

PCR2 Policomb represive complex2

PEBPs Phosphatidylethanolamine binding proteins
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R RUNNERING LOCUS
SEP SEPALLATA
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SHP SHATTERPROF
S0C1 SUPRESSOR OF OVERESPRESSION OF CONSTANS1

SPA SUPRESSOR OF PHYA-105
SPL SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE
SRF Serum responsive factor

STK SEEDSTICK

Svp SHORT VEGETATIVE PHASE

TFL1 TERMINAL FLOWER1

TSF TWIN SISTER OF FT

ViL1 VERNALIZATION INSENSITIVE3 LIKE1
VIN3 VERNALIZATION INSENSITIVE3
VRN5 VERNALIZATION 5
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Resumen

A lo largo de su desarrollo las plantas sufren sucesivas transiciones en respuesta a
factores ambientales y enddgenos (Albani y Coupland, 2010). La primera transicion es el
paso del estado juvenil al estado adulto, donde se adquiere la competencia para responder
a los inductores florales, consiguiendo florecer y reproducirse. Esta transicion es un
momento critico en la vida de las plantas, siendo imprescindible que la planta tenga la
madurez suficiente para producir y mantener los érganos reproductores. Durante la
transicion a la fase reproductora el SAM cambia (Albani y Coupland, 2010). En las plantas
anuales, este cambio es irreversible, mientras que la mayoria de las especies perennes,
como la fresa, utilizan diferentes estrategias para tener sucesivos eventos de crecimiento

vegetativo y reproductor a lo largo de su vida (Battey y Tooke, 2002; Grillo et al., 2009).

La floracion es clave para el éxito reproductivo de las plantas y juega un papel
determinante en su adaptacion y distribucién geografica. Ademas, debe producirse en un
momento favorable de luz y temperatura, que permita el correcto desarrollo de flores y
frutos; a la vez que la dispersion de las semillas (Albani y Coupland, 2010). Por ello es uno
de los cambios del desarrollo mejor regulado y extensamente estudiado en la especie
modelo Arabidopsis thaliana, con cientos de genes implicados (Kardailsky et al., 1999;
Yamaguchi et al., 2005; Yoo et al., 2005; Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Lee et al,,
2008; Turk et al., 2008; Kim et al., 2009; Fornara y Coupland, 2009; Mutasa-Gottgens y
Hedden, 2009; Andrés y Coupland, 2012; Blimel et al., 2015). Cada sefial, ya sea endégena
o exdgena, afecta de una manera distinta a la floraciéon, pero en ultima instancia, todas las
rutas convergen, alterando la expresion de un reducido grupo de genes llamados
integradores florales (FPIs): FLOWERING LOCUS T (FT; Kardailsky et al., 1999), TWIN SISTER
OF FT (TSF; Yamaguchi et al., 2005), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1
(SOC1; Yoo et al., 2005) y AGAMOUS-LIKE24 (AGL24; Lee et al., 2008). Estos FPIs integran
todas las sefiales y estimulos que recibe la planta, activando o inhibiendo (segun el caso) la
expresion de los genes que controlan la identidad del meristemo, llamados FMIs: LEAFY
(LFY; Lee et al., 2008), FRUITFULL (FUL,; Melser et al., 2008) y APETALA1 (AP1; Abe et al.,
2005, Wigge et al., 2005). En A. thaliana, se han descrito diversas rutas metabdlicas que
intervienen en la floracion: ruta dependiente del fotoperiodo y calidad de la luz (Turk et al.,
2008; Andrés y Coupland, 2012), vernalizacion (Kim et al., 2009; Andrés y Coupland, 2012),
via auténoma (Fornara y Coupland, 2009) y la ruta dependiente de giberelinas (Mutasa-
Gottgens y Hedden, 2009).

La fresa (F. x ananassa), es uno de los cultivos fruticolas con mayor importancia
econémica en el mundo. Espafia se encuentra situado en el quinto puesto mundial en

produccién de fresas y es el primer exportador mundial. El 90% de la produccion fresera
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espafiola se concentra en la provincia de Huelva (Nufiez, 2008). Lo que hace a Huelva tan
competitiva es su temprana entrada en produccion, que permite a las cooperativas y
productores copar los mercados centroeuropeos, antes que los productores locales, con
fruta a precios elevados y con alta rentabilidad. Por esta razén, el adelanto de la
produccidn, asi como la posibilidad de extenderla a verano y otofo, es uno de los objetivos
principales para los productores y la industria fresera. Tradicionalmente en Huelva, la
precocidad se conseguia gracias a cultivares de dia corto (SD) y a la utilizacidon de una
industria auxiliar, los viveros de altura, que permitian asegurar la entrada en produccion en
la segunda quincena de Diciembre (Lépez-Aranda, 2008). Pero con estas practicas
agronomicas se ha tocado techo y los mejoradores son incapaces de adelantar mas la
produccién. Por ello, en la actualidad existe un especial interés en la mejora y utilizacién
de variedades de fresa de floracién perpetua (EB o PF) que permitirian extender el periodo
productivo a la vez que trasladar parte de la produccién a fechas donde tradicionalmente
la produccion fresera es muy baja. Sin embargo, los mecanismos moleculares que controlan
la floracién en fresa estdn poco estudiados. En relacidn con esto ultimo, planteamos uno
de los objetivos de este trabajo: “Determinar el papel que juegan cinco genes seleccionados
(FaCO, FaFD, FaFD2, FaSOC1 y FaAGL6) en la induccién y regulacion de la floracion en la
fresa cultivada (Fragaria x ananassa). Para llevar a cabo este objetivo se usaron diversas
metodologias y se confeccionaron multiples experimentos. Lo primero que se realizo fue la
identificacidon y caracterizacidon de los ortélogos en la fresa para estos cinco genes y la
posterior determinacién de los niveles de expresién de cada uno de ellos en los distintos
drganos de la planta. También se evalué la expresidn de cada gen tanto en SD como LD en
cuatro cultivares que difieren en su tipo de floracién, en aquellos 6rganos mas relevantes
para la floracién (principalmente hoja y corona). Por ultimo se evalué el efecto de la sobre-
expresion de FaCO, FaSOC1, FaFD2 y FaAGL6 sobre la induccidn floral, en particular, y la
morfologia de la planta, en general, mediante la obtencién de plantas transgénicas (F. x
ananassa cv. Camarosa) que expresan los distintos genes bajo el control del promotor

constitutivo 358S.

La expresién FaCoO se encuentra regulada claramente por el ritmo circadiano, con
una oscilacién diurna cuyo pico de expresién se produce al final del periodo de oscuridad
(amanecer), similar a la presentada por su ortélogo en la fresa silvestre FvCO (Rantanen et
al., 2014), y otros homdlogos como GmCOLl1a y b, VvCO y StCOL1, en soja, vid y patata,
respectivamente (Almada et al., 2009; Gonzalez-Schain et al., 2012; Wu et al.,, 2014;
Abelenda et al.,, 2016). Este patrén contrasta con el descrito en A. thaliana para AtCO,
donde el pico de expresion se produce durante la tarde en LD (Suarez-Lépez et al., 2001;
Valverde et al., 2004). La sobre-expresion de FaCO afecta negativamente al crecimiento
vegetativo y la reproduccidn asexual de la fresa cultivada mientras que no se ha observado

una influencia clara de este gen sobre el control fotoperiddico de la floracién.
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Hemos identificado dos genes con similitud a FLOWERING LOCUS D pertenecientes
a la familia bZIP, nombrados como FaFD y FaFD2. Los patrones de expresién de ambos
genes son diferentes. La expresion de FaFD se localizada especificamente en corona,
mientras que la expresion de FaFD2 es alta en hoja, corona y raiz. La sobre-expresion de
FaFD2 adelanta la floracion, por lo que este gen puede representar una herramienta util
para generar fresas mas precoces, aunque la sobre-expresion no extendio la floraciéon en

condiciones no inductoras (LD).

Hemos caracterizado el gen FaSOC1 de F. x ananassa y demostrado una funcion
equivalente a su ortélogo FVSOC1 de F. vesca (Mouhu et al., 2013). La expresion de FaSOC1
es mayor en condiciones no inductoras de floracion (LD) en todos los cultivares analizados,
tanto en hoja, raiz como en corona. La sobre-expresién constitutiva de FaSOC1 retrasa la
floracion, promueve el estolonado y la elongacién de peciolos e inflorescencias, afecta a la
morfologia floral y dificulta la correcta maduracién de los frutos. La funcién de SOC1 en la
regulacién de la floracidn en Fragaria es por tanto antagdnica a la mostrada por el ortélogo
en A. thaliana (Yoo et al., 2005; Lee y Lee, 2010; Immink et al., 2012).

La expresion del gen FGAGL6 en F. x ananassa se limita a la flor y al fruto verde. Lo
gue sugiere un papel homeodtico de este gen en el desarrollo floral. La sobre-expresiéon

constitutiva de este gen no afecto la floraciéon en el cultivar ‘Camarosa’.

Por otra parte la fresa cultivada posee la capacidad de reproducirse asexualmente
a partir de estolones. La reproduccion por estolonado permite la multiplicacion vegetativa
y la conservacion de las caracteristicas varietales propias de cada cultivar. Por ello es de
enorme utilidad para la industria viveristica, encargada de multiplicar y suministrar las
plantas a los productores (Simpson y Sharp, 1988). Esto unido a la creciente importancia
adquirida por la variedades de floracion perpetua, que presentan una capacidad menor
para estolonar (Heide y Sgnsteby, 2007), hace al estolonado un caracter muy importante

en los programas de mejora actuales.

En la fresa diploide F. vesca, el estolonado es controlado por un locus dominante
denominado RUNNERING (R). La existencia del locus R y su posicion en el LG Il ha sido
comprobada en diversos trabajos (Sargent et al., 2004, 2006 y 2009; lwata et al., 2012). En
los cultivares de floracion estacional, la floracién y el estolonado son antagdnicos, los dias
largos y las altas temperaturas promueven el crecimiento vegetativo y la formacion de
estolones, mientras que condiciones de SD favorecen la formacién de coronas secundarias
y la floracion (e inhiben el estolonado) (Heide 1977; Battey et al., 1998; Konsin et al., 2001;
Hytonen et al., 2004; Heide y Sgnsteby, 2007; Hytonen et al., 2009; Hyténen y Elomaa,
2011). Sin embargo, en los cultivares reflorecientes o de floracion perpetua, ambos

procesos se solapan en el tiempo y compiten por los mismos meristemos (Battey et al.,
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1998). En la fresa diploide, el alelo dominante del gen SEASONAL FLOWERING LOCUS (SFL)
que controla la floracidn estacional se hereda independientemente del alelo dominante en
el locus R (Albani et al., 2004; Sargent et al., 2004). Es decir, ambos caracteres estan
controlados por genes no ligados. Sin embargo, estudios recientes en la especie cultivada,
F. x ananassa, han mostrado un control genético de ambos caracteres diferente (Gaston et
al., 2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015, Perrote et al., 2016). Estos
resultados sugieren que el control de estos caracteres es poligénico, controlado por un gen
mayor y modulada su funcién por varios genes mds. Estos genes aun no han sido
identificados ni caracterizados, por lo que se necesitan mas estudios para profundizar en
el control genético y el mecanismo molecular detras del estolonado en la fresa cultivada,
segundo de los objetivos de esta tesis. Para la consecucién de este importante objetivo
analizamos la segregacion del caracter del estolonado en la poblacién ‘Endurance’ x
‘Parker’ segregante para dicho caracter, asi como en autofecundaciones de los parentales
de dicha poblacién; a la vez que identificdbamos marcadores moleculares (AFLPs, SSR y
SNP) ligados al estolonado. Para completar el estudio mediante marcadores moleculares
se procedio a la identificacion de genes diferencialmente expresados entre lineas F> de la
poblacién estolonantes y no estolonantes, mediante la cuantificacién del transcriptoma de

la corona usando RNA-seq.

Gracias a las estrategias seguidas hemos identificado un marcador AFLP ligado al
cardacter del estolonado, aunque ello no nos ha permitido localizar el grupo de ligamiento
en el que se encuentran el locus responsable. El defecto en el estolonado observado en la
poblacién ‘Endurance’ x ‘Parker’ procede del cultivar ‘Endurance’ el cual, al ser capaz de
estolonar normalmente pero transmitir el defecto39 a aproximadamente un 25% de su
descendencia F,, debe presentar un genotipo heterocigoto (‘Rr’). El andlisis de expresién
diferencial por RNA-seq, sobre los grupos contrastantes para el caracter del estolonado, ha
mostrado una mayor expresion de genes relacionados con la biosintesis y el metabolismo

del etileno y las giberelinas en las plantas estolonantes.
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Capitulo 1: Introduccion.

1. Control molecular de la floracion.

Tras la embriogénesis y alo largo de todo su desarrollo, las plantas sufren sucesivas
transiciones como respuesta a factores ambientales y endégenos (Albani y Coupland,
2010). La primera transicion reconocible es el paso del estado juvenil al estado adulto.
Durante la fase juvenil las plantas tienen un crecimiento vegetativo limitado, una
capacidad fotosintética baja, son insensibles a los cambios en la duracién del dia
(fotoperiodo) o a la vernalizacién y por tanto incapaces de florecer y reproducirse. La
duracidn del periodo juvenil es muy variable desde unos pocos dias a mas de veinte afios,
dependiendo de la especie (Thomas y Vince-Prue, 1996). Con la adquisicién de la edad
adulta, las plantas aumentan su crecimiento vegetativo, tienen una mayor capacidad para
asimilar nutrientes, adquieren competencia para responder frente a los inductores
florales, consiguiendo florecer y reproducirse. En un momento determinado de su vida la
planta sufre una transicion (determinado por el genotipo y las condiciones ambientales)
iniciandose la fase reproductora. Esta transicion es un momento critico en la vida de las
plantas. Para conseguir reproducirse con éxito, es imprescindible, por una parte, que la
floracion se produzca en sincronia con otros miembros de su misma especie y, por otra
parte, que la planta haya alcanzado cierto nivel energético y de madurez que le permita
soportar el gasto extra de crear y mantener los érganos reproductores. Ademas la
floracién debe producirse en el momento del afilo mas favorable, cuando las condiciones
de luz y temperatura permitan el desarrollo y maduracién de los frutos y por tanto una
correcta dispersion de las semillas para la perpetuacién de la especie (Albaniy Coupland,
2010).

A lo largo de estas fases, el meristemo apical (SAM) formara diferentes 6rganos a
partir de los meristemos laterales. Durante el crecimiento vegetativo el SAM produce
meristemos que daran lugar a érganos vegetativos como hojas o ramas. Durante la
transicién a la fase reproductora el SAM cambia, convirtiéndose en un meristemo
reproductivo que dara lugar a flores o inflorescencias (Albani y Coupland, 2010). En las
plantas anuales, este cambio es irreversible, mientras que la mayoria de las especies
perennes utilizan diferentes estrategias para tener sucesivos eventos de crecimiento
vegetativo y reproductor a lo largo de su vida. El niumero de eventos reproductivos
depende de la estrategia que ésta siga. La estrategia monocarpica se caracteriza por un
Unico evento reproductor seguido de un proceso de senescencia y muerte, y es seguida
por todas las plantas anuales y algunas perennes como el bambu y el agave (Battey y

Tooke, 2002). Por el contrario, en la estrategia policarpica, las plantas florecen sucesivas
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veces a lo largo de toda su vida, y es seguida por la mayoria de las plantas perennes (Grillo
et al., 2009). Las plantas policarpicas, tienen la capacidad de retomar el crecimiento
vegetativo tras un evento reproductor, ya sea conservando algunos meristemos en estado
vegetativo (Foster et al., 2003) o bien revirtiendo los meristemos reproductivos al estado
vegetativo después de la floracion (Tooke et al., 2005).

La floracién es clave para el éxito reproductivo de las plantas y juega un papel
determinante en su adaptacion y distribucion geografica. Por ello es uno de los cambios
en el desarrollo mas y mejor regulado de la vida de éstas. La genética y el control
molecular de este proceso ha sido extensamente estudiado en la especie modelo
Arabidopsis thaliana, con la identificacidon de cientos de genes implicados. Todos estos
estudios han puesto de manifiesto que tanto sefiales internas como externas regulan la
floracién (Kardailsky et al., 1999; Yamaguchi et al., 2005; Yoo et al., 2005; Abe et al., 2005;
Wigge et al., 2005; Lee et al., 2008; Turk et al., 2008; Kim et al., 2009; Fornara y Coupland,
2009; Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009; Andrés y Coupland, 2012; Blimel et al., 2015).
Cada sefial, ya sea enddgena o exégena, afecta de una manera distinta a la floracion. Cada
una consta de una ruta metabdlica propia. Pero en ultima instancia, todas las rutas
convergen, alterando la expresion de un reducido grupo de genes llamados integradores
florales (FPIs): FLOWERING LOCUS T (FT; Kardailsky et al., 1999), TWIN SISTER OF FT (TSF;
Yamaguchi et al., 2005), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1; Yoo et
al., 2005) y AGAMOUS-LIKE24 (AGL24; Lee et al., 2008). Estos FPIs integran todas las
sefiales y estimulos que recibe la planta, activando o inhibiendo (segun el caso) la
expresion de los genes que controlan la identidad del meristemo (llamados FMIs): LEAFY
(LFY; Lee et al., 2008), FRUITFULL (FUL,; Melser et al., 2008) y APETALA1 (AP1; Abe et al.,
2005, Wigge et al., 2005). En Arabidopsis, se han descrito diversas rutas metabdlicas que
intervienen en la floracién: ruta dependiente del fotoperiodo y calidad de la luz (Turk et
al., 2008; Andrés y Coupland, 2012), vernalizacion (Kim et al., 2009; Andrés y Coupland,
2012), via autéonoma (Fornara y Coupland, 2009) y la ruta dependiente de giberelinas
(Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009).

1.1 Rutas metabalicas que controlan la floracidn.

1.1.1 Ruta dependiente del fotoperiodo y calidad de la luz. Papel central de
FLOWERING LOCUS T (FT).

La duracion del dia es diferente en las distintas estaciones del aio, variando de
una manera predecible. Las plantas pueden ser divididas en tres grandes grupos segun
como respondan a estos cambios: plantas de dia largo (LD) que florecen cuando los dias

se alargan (normalmente en verano), plantas de dia corto (SD) que florecen cuando los
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dias se acortan (normalmente en otofio) y plantas de dia neutro (DN) que florecen
independientemente de la duracién de dia (Garner y Allard, 1920). Arabidopsis florece
mas rapidamente en condiciones de LD que en SD (Gregory y Hussey, 1953). La regulacidn
del promotor floral CONSTANS (CO) es clave en la percepcion del LD por las hojas y por
tanto en la induccidn de la floracion bajo estas condiciones (Turk et al., 2008; Andrés y
Coupland, 2012). La transcripciéon de CO es reprimida por la familia de factores de
transcripcién CYCLING DOF FACTORs por la mafiana (CDF1-5; Imaizumi et al., 2005; Sawa
et al., 2007; Song et., 2015). Durante el dia CDFs son degradados por GIGANTEA (Gl) y
FLAVIN KELCH F-BOX (FKF1), que forman un complejo proteico activado por la luz azul,
gue a su vez activan la transcripcién de CO (Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007; Song
et al., 2015). Para que el complejo GI-FKF1 se forme es necesario que la expresiéon de Gl y
FKF1 coincida, y esto solo ocurre durante la tarde en condiciones de LD, pero no en SD;
de tal forma que en LD se produce un pico de expresion de CO al final del periodo de luz,
mientras que en condiciones de SD este pico se produce después del anochecer (Suarez-
Lopez et al., 2001). La proteina CO es degradada rdpidamente por el proteosoma en
condiciones de oscuridad, gracias a la interaccion de CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1) y SUPRESSOR OF PHYA-105 (SPA) (Valverde et al,
2004); mientras que es estabilizada por la luz azul via CRYPTOCHROME 1y 2 (CRY1y 2)y
las radicaciones en el rojo lejano a través de PHYTOCHROME A (PHYA), (Valverde et al,,
2004; Liu et al., 2008), (Figura 1).

La funcidn principal de la proteina CO es inducir la expresion de FLOWERING LOCUS
T (FT) (Putterill et al., 1995), interactuando directamente con el promotor de FT en las
células acompafiantes del floema de la hoja (Tiwari et al., 2010). En Arabidopsis, la
proteina FT es un potente inductor de la floracién que se mueve desde las hojas hasta el
SAM (Corbesier et al., 2007; Tamaki et al., 2007). En el meristemo, FT forma un complejo
con el factor de transcripcion bZIP FLOWERING LOCUS D (FD) (Abe et al., 2005; Wigge et
al., 2005) e inicia la floracion al activar la expresion de FPIs como SOC1 (Michaels et al.,
2005; Yoo et al., 2005) y FMIs (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Lee et al., 2008; Melser
et al., 2008). El mecanismo por el que FT se acumula en las hojas y desde alli se mueve
hasta el SAM para inducir la floracidn, es consistente con el concepto que surgié en
estudios antiguos de “florigen” (Chailakhyan, 1936), una sefial inductora de la floracién
gue se produce en hojas bajo condiciones especificas y que actia de manera sistémica
por translocacién al meristemo apical tanto en plantas LD como SD (Andrés y Coupland,
2012; Taoka et al., 2013) (Figura 1).

El gen FT presenta cierta homologia con la familia de proteinas PEBPs
(phosphatidylethanolamine binding proteins), muy presentes en bacterias, animales y

plantas, donde intervienen en multitud de rutas metabdlicas relacionadas con el
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crecimiento y la diferenciacion celular (Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; Ahn
et al., 2006). En Arabidopsis la familia PEBP esta formada por seis proteinas: FLOWERING
LOCUS T (FT), TERMINAL FLOWER1 (TFL1), TWIN SISTER OF FT (TSF) BROTHER OF FT AND
TFL1 (BFT), ARABIDOPSIS THALIANA CENTRORADIALIS HOMOLOG (ATC) y MOTHER OF FT
AND TFL1 (MFT) (kardailsky et al., 1999; kobayashi et al., 1999; Yoo et al., 2004; Wickland
y Hanzawa, 2015). En Arabidopsis [y muchas otras angiospermas (Turk et al., 2008;
Wickland y Hanzawa, 2015)] FTy TFL1 se encargan de regular la floracion (transicion entre
fase juvenil y adulta) y la arquitectura floral de forma antagdnica. Mientras FT promueve
el cambio, estimulando la diferenciacion del meristemo apical y la floracién, TFL1 lo
reprime, inhibiendo la expresidon de LFY, AP1 y FUL; a la vez que compite con FT al
interaccionar y unirse a FD (Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; Hanano y Goto;
2011; Wickland y Hanzawa, 2015). El resto de proteinas de la familia, poseen funciones
parecidas a FT/TFL1. TSF y MFT se comportan igual que FT (Yoo et al., 2004; Jang et al.,
2009). ATC es capaz de moverse por el floema como FT, hasta el SAM, pero alli reprime la
floracién (Huang et al., 2012) y BFT posee el mismo comportamiento que TFL1 (Yoo et al.,
2010).

1.1.2 Floracion en respuesta a bajas temperaturas. Vernalizacion.

La floracién estacional también puede estar regulada por la exposicidon a bajas
temperaturas, respuesta llamada vernalizacién y cuya funcidn es prevenir la floracion de
plantas de latitudes altas antes o durante el invierno y asi asegurar una reproduccién
exitosa cuando las temperaturas sean mas adecuadas (Kim et al., 2009). En este caso son
necesarias varias semanas de frio para la total induccién de la floracién por vernalizacion.
Las plantas que necesitan de vernalizacidn para florecer producen represores que
bloquean la floracién hasta que se alcanzan los requerimientos de frio. Una vez alcanzadas
las horas de frio necesarias, la expresion de estos represores florales disminuye,
permitiendo la floracidén en la primavera. El estudio de accesiones de Arabidopsis que
difieren en sus necesidades de vernalizacién (las ‘winter annuals’, necesitan frio; las
‘summer annuals’, no necesitan frio) ha permitido identificar importantes componentes
de esta ruta metabdlica. Concretamente las accesiones winter annuals poseen alelos
activos en dos loci, FLOWERING LOCUS C (FLC) y FRIGIDA (FRI) mientras que las accesiones
summer annuals poseen alelos mutados de uno o ambos genes (Michaels y Amasino,
1999; Shindo et al., 2005). El gen FRI codifica para una proteina sin homologia a proteinas
conocidas pero con dos dominios potenciales ‘coiled-coil’ de unidn a otras proteinas o a
acidos nucleicos (Shindo et al., 2005; Geraldo et al., 2009). La proteina FRI activa la
expresion de FLC. FLC es un factor de transcripcion tipo MADS que bloquea la expresién
de SOC1, FT y FD, actuando como represor floral (Michaels y Amasino, 1999; Searle et al.,

2006). Los niveles de mensajero de FLC disminuyen progresivamente, tras varias semanas
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de exposicidn al frio, de esta forma la planta se asegura de no florecer tras pocos dias de
frio en otono (Gendall et al., 2001).

Durante las semanas de frio necesarias para la vernalizacidn, se induce la expresion
del gen VERNALIZATION INSENSITIVE3 (VIN3) que codifica para una proteina especifica de
plantas encargada de la represién de FLC (Sung y Amasino, 2004). Junto con VIN3 es
necesario la accidon de otras proteinas de la misma familia génica, VERNALIZATION 5
(VRN5) y VERNALIZATION INSENSITIVE3 like-1 (VIL1), para la completa represion de FLC
(Sung et al., 2006; Greb et al., 2007). Tanto VIN3, VRN5 y VIL1 pertenecen a un complejo
proteico represivo similar al Polycomb Repressive Complex2 (PRC2) descrito en eucariotas
(Wood et al., 2006). Todos estos genes actuan a nivel de la cromatina, silenciando FLC
mediante metilaciones de la lisina 9 0 27 de la histona 3 (H3K9 o H3K27; Sung y Amasino,

2004, Kim et al., 2009), (Figura 1).
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Figura 1. Vision general de la regulacion de la floracion en Arabidopsis en hoja (verde oscuro) y meristemo apical (SAM,
verde claro). Las proteinas implicadas estan representadas por circulos, los promotores se representan en cursiva y debajo
de flechas negras. Las flechas representan activacion y las lineas con barras perpendiculares representan represiéon. En
general, los componentes de la regulacién que promueven la floracidn se representan en verde o amarillo y los que la
reprimen son representados en rojo. Adaptado de Amasino, 2010.

1.1.3 Control auténomo de la floracion.

El término “auténomo” se usa en floracion para referirse a mecanismos o rutas
metabdlicas independientes o no reguladas por ninguna sefial ambiental. En muchas

especies, por ejemplo, la floracidon no puede ocurrir antes de la transicidn de la fase juvenil
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a la adulta. Esta transicion es un ejemplo de ruta autdénoma que resulta en la competencia
para florecer (Amasino, 2010). La ruta auténoma responde a sefales enddgenas para
promover la floracion reduciendo los niveles basales de transcripcion de FLC. Se estudié
en Arabidopsis mediante la caracterizacion de mutantes de floracidn tardia en accesiones
gue no requieren vernalizacion (summer annuals). Estos mutantes en la ruta autonoma
se caracterizan por un retraso en la floraciéon tanto en SD como en LD, a diferencia de los
mutantes afectados en el control por el fotoperiodo que muestran retraso en la floracion
solo en LD. La via auténoma no parece ser una ruta metabdlica lineal, sino que estd
formada por un variado grupo de genes que: (i) en general estan involucrados en la
represién de la expresion génica, (ii) o bien participan en el establecimiento de la
expresion basal de FLC y (iii) normalmente se tratan de genes implicados no solo en el
control de la floracién, sino en multitud de procesos relacionados con el desarrollo.
Algunos de estos genes incluyen por ejemplo factores de transcripcion como TFL1
(Kardailsky et al., 1999; Kobayashi et al., 1999) y proteinas implicadas en el procesamiento
de RNA como: FLOWERING LOCUS D (FLD), FCA, FVE, FPA, FLK (FLOWERING LOCUS K), FY,
LD (LUMINIDEPENDENS) y REF6 (Blazquez et al., 2003; He, 2009; Kim et al., 2009;
Michaels, 2009). Por ejemplo, FVE reduce los niveles de SVP en el meristemo apical,

promoviendo la floraciéon, de una forma indirecta (Li et al., 2008).

Recientes estudios han puesto de manifiesto también la implicacién de varios
microRNA (miR156, miR172) en el control de la transicién juvenil-adulto y relacionados
con la regulacion de la expresiéon de promotores florales como FT (Aukerman y Sakai,
2003), SOC1, LFY y AP1 (Yamaguchi et al., 2009), (Figura 1).

1.1.4 Efecto de las giberelinas sobre la floracion.

Las giberelinas inducen la floracion de Arabidopsis tanto en LD como SD (Wilson et al.,
1992; Moon et al., 2003; Porri et al., 2012). Se ha demostrado el importante papel que
ejercen las giberelinas en la induccion en hoja de FT y TSF;, SQUAMOSA PROMOTER-
BINDING PROTEIN LIKE (SPL3, 4, 5y 9) y LEAFY (LFY) en el meristemo durante la induccién
floral en repuesta a LD (Blazquez et al., 1998; Porri et al., 2012), (Figura 1). Ademas, las
giberelinas reducen la expresiéon del factor de transcripcion tipo MADS, SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP), que reprime la floracién al inhibir directamente la expresion de
SOC1 (Li et al., 2008).
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1.2 Particularidades de las familias génicas mas importantes relacionadas con el

control de la floracién.
1.2.1 La familia CONSTANS (CO) de factores de transcripcion.

Los genes CONSTANS LIKE (COL) conforman una familia de factores de
transcripcién (TF) presentes en las plantas. El primer COL descrito se identificé en
Arabidopsis (Putterill et al., 1995). La caracteristica que define a esta familia de TF es la
presencia de (i) un motivo CCT (CONSTANS, CONSTANS-like y TIMING OF CAB EXPRESSION
1), con una longitud aproximada de 45 aminodcidos, en la posicidn carboxilo terminal, y
(ii) la presencia de dos motivos B-box en tdndem, con sus respectivos dedos de zinc
formados por cuatro residuos de cisteina con una estructura conservada (C-X2-C-X16-C-
X2-C) en la posicién amino terminal (Putterill et al., 1995). El dominio CCT esta involucrado
en la localizacidn nuclear de la proteina, mientras que los dominios B-box se relacionan
con la interaccion proteina-proteina (Robson et al., 2001). En Arabidopsis, la familia de TF
AtCOL esta formada por 17 genes (AtCO y AtCOL 1-16) y se organiza en tres grupos,
dependiendo de los dominios que presenten (Griffiths et al., 2003):

= Grupo 1> Consta de dos motivos B-box en el extremo 5’, un motivo CCT en el
extremo 3’, cuatro regiones intermedias conservadas (M1-M4) y una regién muy
conservada situada justo en el extremo 3’. En la secuencia nucleotidica genémica
existe un Unico intrén entre las regiones M3 y M4. En este grupo se incluyen AtCO
y AtCOL1 a AtCOLS.

=  Grupo 2 > Consta de un Unico motivo B-box en el extremo 5’, un motivo CCT en
el 3’ y un intrén antes del motivo CCT. Este grupo estd formado por AtCOL6 a
AtCOL8 y AtCOL16.

= Grupo 3 - Consta de dos motivos B-box en el extremo 5’, el segundo de ellos con
una estructura un poco diferente al primero, y un motivo CCT en el 3. La secuencia
gendmica consta ademas de tres intrones. Este grupo esta formado por AtCOL9 a
AtCOL15.

La funcion de la proteina CO en Arabidopsis se relaciona con la respuesta al
fotoperiodo y la activacién de la floracién como respuesta al mismo (ver apartado anterior
1.1.1 Ruta dependiente del fotoperiodo y calidad de la luz y Figura 1). Ademas de en
Arabidopsis, CO ha sido clonado y caracterizado en numerosas especies como arroz (Oriza
sativa; Yano et al., 2000), patata (Solanum tuberosum; Martinez-Garcia et al., 2002), uva
(Vitis vinifera, Almada et al., 2009), manzana (Malus domestica; Hattasch et al., 2008),
melocotén (Prunus persica; Zhang et al., 2015) o chopo (Populus deltoides; Yuceer et al.,

2002; Hsu et al., 2012). Estas proteinas homologas estan implicadas en el control por el
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fotoperiodo de procesos del desarrollo de la planta que incluyen la floracién en
numerosas especies y el cese del crecimiento estacional y formacidon de yemas en arboles.
Por tanto, aunque sus secuencias han divergido evolutivamente parecen conservar su
funcién sobre la regulacion de la floracidn por el fotoperiodo. Por ejemplo, la sobre-
expresion de PdCO1 y PpCO (homdlogos a AtCO en chopo y melocotdn) en Arabidopsis es
capaz de revertir el fenotipo de los mutantes co-1 y co-2 respectivamente (ambos con
retraso en la floracién), (Hsu et al., 2012; Zhang et al., 2015). A su vez, algunas proteinas
CO han adquirido otras funciones adicionales a las mostradas en Arabidopsis. Asi, la
proteina StCO de patata es capaz de inhibir la tuberizaciéon en SD (Martinez-Garcia et al.,
2002) y Hd1, homdlogo de AtCO en la especie de floracion de SD Oryza sativa (arroz)
promueve la floracidén en condiciones de SD y la inhibe en LD (Yano et al., 2000).

Un gen con homologia a CO ha sido identificado en la fresa del bosque Fragaria
vesca, en un estudio en el que se identifican otros 66 genes relacionados con la floraciéon
en esta especie (Mouhu et al., 2009). Al analizar la expresién relativa de FvCO en una
accesion de floracién estacional (SD) y en el cultivar de DN ‘Baron Solemacher’, no
obtuvieron diferencias significativas de expresién, ni en hoja ni en corona. Actualmente,
no se conoce el efecto que la sobre-expresion o el silenciamiento de FvCO tiene sobre el

inicio de la floracion en fresa.
1.2.2 El complejo de activacion FLOWERING LOCUS D (FD) y FT.

FLOWERING LOCUS D (FD) es un factor de transcripcion bZIP, familia de proteinas
gue regulan muchos procesos en la plantas, desde defensa frente a patégenos, estrés
abidtico o floracion (Jacoby et al., 2002). En Arabidopsis se trata de una familia muy
extensa, con mas de 75 miembros, de los que aproximadamente 50 no se encuentran
descritos en la bibliografia (Jacoby et al., 2002). La expresion de FD, en Arabidopsis, se
localiza principalmente en el nucleo de las células del meristemo apical, no muestra
oscilaciones circadianas en su expresion, y no esta afectada por el fotoperiodo o por la
actividad de CO (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). FLOWERING LOCUS D actua
conjuntamente con FT, formando un complejo mediante interaccidén proteina a proteina,
para activar la expresion de genes de identidad floral y por tanto la floracién (ver apartado
anterior 1.1.1 Papel central del FLOWERING LOCUS Ty Figura 1).

Entre los 66 genes relacionados con la floracién identificados en F. vesca por
Mouhu et al. (2009) se encuentra un EST al que identificaron como FvFD (NCBI ID:
EX675574; que se corresponde con el Fvgene08566-v1.0-hybrid en este trabajo). La

expresion de FVFD (que se corresponde con el Fvgenel4556-v1.0-hybrid en este trabajo y
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homadlogo a AtFD) en F. vesca, medida en corona, no se ve afectada por el fotoperiodo
(Rantanen et al., 2015).

1.2.3 Factores de transcripcion tipo MADS relacionados con la floracion.

La familia de factores de transcripcion MADS es una de las mas y mejor estudiadas
en plantas (Alvarez-Buylla et al., 2000; Folter et al., 2005; Diaz-Riquelme et al., 2009;
Smaczniak et al.,, 2012). Los miembros de esta amplia familia, con mas de 100 genes
descritos en Arabidopsis (Smaczniak et al., 2012) juegan un papel muy importante en
numerosos procesos del desarrollo de las plantas. Se caracterizan por la presencia de un
dominio MADS [por Minichromosome maintenance 1 (Mcm1; Passmore et al., 1988),
AGAMOUS (AG; Yanofsky et al., 1990), DEFICIENS (DEF; Schwarz-Sommer et al., 1990) y
Serum response factor (SRF; Norman et al., 1988)] muy conservado situado en el extremo
5’. El dominio MADS es responsable de la union al ADN (parte inicial y central del dominio)
y de la interaccidén proteina-proteina (parte final). Los genes MADS se dividen en dos
grandes subgrupos. El grupo 1, es un grupo heterogéneo cuya similitud se limita a la
presencia del dominio MADS. El grupo 2, los llamados MICK, se encuentra mas estudiado
y se caracteriza porque los genes tienen una estructura modular, compuesta por cuatro
dominios. El dominio MADS en el extremo 5’, seguido por un dominio | (intervening) y por
un dominio K (keratin-like) esenciales para la dimerizacién y formaciéon de complejos
proteicos y por ultimo, en el extremo 3’ un dominio C-terminal, responsable en parte de
la estructura y la regulacién post-transcripcional de la proteina (Smaczniak et al., 2012).
Dependiendo de la estructura de estos dominios, los MICK se dividen a su vez en MICK* y
MICKE.

Los genes MICKC a su vez se dividen en trece subfamilias, segin su filogenia y la
mayoria tienen su origen en los ancestros de las plantas con semillas. Se suelen nombrar
a partir del primer miembro descrito dentro de cada subfamilia (Smaczniak et al., 2012).
En Arabidopsis los genes MICK y en concreto los MICK® tienen funciones muy diversas,
interviniendo en procesos tan dispares como el desarrollo de la raiz (Zang y Forde, 1998;
Tapia-Lopez et al., 2008), la semilla (Koéhler et al., 2005) o el endospermo (Bemer et al.,
2008). Actuan como reguladores de ciclo celular y el destino meristematico (Gu et al.,
1998; Ferrandiz et al.,, 2000; Melzer et al., 2008). Algunos son genes homedticos,
integrantes del Modelo ABCDE del desarrollo y formacion de los drganos florales
(Yanofsky et al., 1990; Jack et al., 1992; Mandel y Yanofsky, 1998; Ditta et al., 2004).
Dentro de este amplio grupo de genes nos encontramos a APETALA 1, 3 y PISTILLATA
(representantes de la subfamilia DEF/GLO); AGAMOUS, SEEDSTICK y SHATTERPROOF 1, 2
(miembros de la subfamilia AG) y SEPALLATA 1 a 4 (miembros de la subfamilia SEP)

(Smaczniak et al., 2012). Por ultimo, existen algunos que intervienen en la induccién y/o
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represion de la floracion (Adamczyk et al., 2007; Han et al., 2008). Entre estos ultimos nos
encontramos a la subfamilia FLC (FLC y MAF1-5), como represor de la floracion al que
hicimos referencia al hablar de la vernalizacion (apartado 1.1.2) y del control auténomo
de la floracion (apartado 1.1.3)( Michaels y Amasino, 1999; Searle et al., 2006). El papel
represor de FLC es reforzado por la interaccion del mismo con SVP, componente de la
subfamilia SVP de factores MICKC. SVP, ademas interviene en la represion de la floracién
por la via autdonoma y por la via mediada por giberelinas (apartados 1.1.3y 1.1.4) (Li et al,,
2008). Dentro de los genes MICK® que actian como inductores de la floracién se
encuentran SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1; Lee y Lee, 2010;
Moreno-Risuefio et al., 2010) y AGAMOUS LIKE 6 (AGL6; Koo et al., 2010; Yoo et al., 2011).

1.2.3.1 El activador floral SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) es un
factor de transcripcion tipo MADS.

SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) actua como un FPI en
Arabidopsis, respondiendo e integrando multiples senales derivadas de la respuesta
frente al fotoperiodo, la temperatura, las hormonas y sefiales provenientes de la via
auténoma (Yoo et al., 2005; Lee y Lee, 2010, Immink et al.,, 2012). Cuando SOCI es
inducido en el meristemo, SOC1 junto con AGL24 activan directamente a LEAFY (LFY), gen
encargado de la induccidn floral del meristemo (Lee et al., 2008). SOC1 puede ser inducido
por CO y el microRNA176, via FT (Aukerman y Sakai, 2003) o por giberelinas, via SPL3, 4,
5y 9 (Blazquez et al., 1998; Porri et al., 2012). A su vez, SOC1 es reprimido por FLC,
mediante unidn directa al promotor de SOCI o regulado, mediante un mecanismo
dependiente del desarrollo de la planta, por el microRNA156, via SPL3, 4,5y 9 (Aukerman
y Sakai, 2003; Lee y Lee, 2010) Figura 1.

La funcion de SOC1 ha sido estudiada en otras especies de plantas, como
crisantemo (Chrysanthenum ssp.; Fu et al., 2013), peonia (Paeonia ssp., Wang et al., 2015),
vid (Sreekantan y Thomas, 2006), cedro japonés (Cryptomeria japdnica, Katahata et al.,
2014), albaricoque (Prunus armeniaca, Trainin et al., 2013) o peral (Pyrus pyrifolia, Ubi et
al., 2013). En crisantemo, los genes CISOC1-1y CISOC1-2 se expresan en todos los érganos
estudiados: hojas, SAM, peciolos, tallos y raices. La sobre-expresién de ambos genes en
Arabidopsis adelantd la floracién e indujo la expresién de LEAFY (Fu et al., 2013). En
peonia, SOC1 también se expresa en tejidos reproductores y vegetativos. Su expresion se
ve afectada por giberelinas, bajas temperaturas y fotoperiodo. La sobre-expresién en
plantas de tabaco aumento el crecimiento vegetativo y acelerd la floracién (Wang et al,,
2015). La expresion de VWMADS8 (homélogo en la vid a AtSOC1) en Arabidopsis acelera la
floracién (Sreekantan y Thomas, 2006). En el cedro japonés, el homdlogo de AtSOCI,

CiMADS15 se expresa en todos los tejidos estudiados, especialmente en las hojas y los
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estrobilos (conos o pifias), a excepcion del polen. La expresién de GGMADS15 aumenta
transcurrida una semana de un tratamiento con giberelinas. Al igual que ocurre en
crisantemo y vid, la sobre-expresién de CGiMADS15 acelerd la floracion en Arabidopsis
(Katahata et al., 2014). En albaricoque, Trainin et al., (2013), encontraron que ParSOC1 es
altamente polimérfico, identificando hasta trece alelos diferentes entre 48 cultivares
distintos, existiendo correlaciones significativas entre la presencia de determinados alelos
y los requerimientos de horas/frio necesarios para romper la dormancia de las yemas

florales.

El gen de FvSOC1 de F. vesca, ha sido clonado hace unos afios y mostré un 66% de
identidad en su secuencia de aminodcidos con su homodlogo de Arabidopsis (Mouhu et al.,
2009). Posteriormente, Mouhu et al. (2013) vuelven a confirman mediante analisis
filogenéticos mas precisos y extensos la homologia de FvSOCI con AtSOCI1 y su
agrupamiento en el mismo cluster. Ademas, la sobre-expresion de FvSOC1 en Arabidopsis
adelanté el inicio de la floracién, tanto en SD como LD, demostrando que se trata del
ortélogo en la fresa (Mouhu et al., 2013). Un resultado similar fue obtenido al expresar
un gen homadlogo de la fresa cultivada F. x ananassa cv. Camarosa en Arabidopsis (Lei et
al., 2013). El analisis de la expresion de FVSOC1 en distintos tejidos/érganos de fresa,
mostrd expresién en todos ellos (hoja, peciolo, coronas secundarias, estolones y corona)
excepto botones florales y flores (Mouhu et al., 2013). Sorprendentemente, se observo
gue la expresién de FvSOC1 es mayor en condiciones de LD que SD tanto en hojas como
coronas. Hay que recordar que la mayoria de las accesiones de F. vesca florecen en
condiciones de SD (apartado 2.3.1). Estos resultados sugieren que FvSOCI tiene una
regulacion estacional similar a FVTFL1, con lo que su expresion disminuye (correlacion
negativa) en las condiciones inductivas para la floracidon en las accesiones de fresa con
floracion estacional (SD). En ‘Hawaii-4’ (accesién de F. vesca de DN) FvSOC1 también sufre
una regulacién estacional de su expresién, ya que la expresién de FvSOC1 es mayor en
condiciones de LD que SD (Mouhu et al,, 2013). A diferencia de lo que ocurre en
Arabidopsis, la sobre-expresion de FvSOCI en F. vesca reprimié la floracion en SD,
mientras que el silenciamiento de FvSOC1 mediante RNA interferente (RNAI) resultd en
gue las plantas se comporten como plantas de DN, al igual que ocurre en los mutantes en
FvTFL1 (Iwata et al., 2012; Koskela et al., 2012; Mouhu et al., 2013; Rantanen et al., 2015).
En lo que se refiere al crecimiento vegetativo, tanto la sobre-expresion como el
silenciamiento de FvSOC1 alteraron el crecimiento vegetativo y el vigor (medido como
longitud del peciolo) de las plantas (Mouhu et al., 2013). Las plantas con sobre-expresion
mostraron peciolos mas largos y una elongacion del tallo acusada, mientras que las lineas
silenciadas presentaron un aspecto tupido y compacto. La produccién de estolones

también se ve afectada, las plantas que sobre-expresan FvSOC1 estolonan
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continuamente, con independencia del fotoperiodo; mientras que en las plantas
silenciadas la formacién de estolones cesa tras dos o tres semanas tanto en SD como LD.
Estos autores mostraron que estos efectos sobre el crecimiento vegetativo ocurren
mediante rutas dependientes de GA, a diferencia de los efectos de FvSOC1 sobre la
floracién que parecen ocurrir por vias independientes de GAs.

1.2.3.2 La funcion de AGAMOUS LIKE 6 (AGL6) en la floracidn.

El factor de transcripcion AGAMOUS LIKE 6 (AGL6) fue uno de los primeros genes
MADS-box identificados en Arabidopsis (Ma et al., 1991) aunque su funcién bioldgica no
se conocia hasta recientemente (Koo et al., 2010). AGL6 regula la transcripcién de dos
importantes reguladores florales en el nucleo de las células de la hoja de Arabidopsis,
como son FLOWERING LOCUS T (FT) y FLOWERING LOCUS C (FLC) (Yoo et al., 2011a). La
accion sobre cada uno de ellos es antagdnica e independiente, regulando positivamente
la expresidon de FT y negativamente la de FLC, y también MAF4 y MAF5, promoviendo la
floracién independientemente del fotoperiodo. Asi, la sobre-expresidon de AGL6 resulta en
floracién temprana tanto en SD como LD. Koo et al., (2010) también describen una mayor
expresion de FT en la hoja de plantas que sobre-expresan AGL6. Un estudio de mutantes
afectados en la frecuencia de oscilacién de las hojas identific6 a AGL6 como una proteina
potencialmente implicada en la regulacién del reloj circadiano en Arabidopsis (Yoo et al.,
2011b). Asi mismo, AGL6 y en particular determinados alelos parecen tener una funcién

en la activacién de la formacién de meristemos axilares (Huang et al., 2012).

La actividad de AGL6 ha sido estudiada en otras especies, como arroz (Ohmori et
al., 2009; lLi et al., 2011), vid (Boss et al., 2002) o cedro japonés (Katahata et al., 2014). En
arroz, OsMADS6 (gen homodlogo a AtAGL6) parece ser un gen clave en el desarrollo de la
flor y los érganos que la componen, al interactuar con otros genes homeéticos (Ohmori
et al., 2009; Li et al., 2011). En vid la expresion de WMADS3 se restringe a la flor, no
detectandose expresidn en las hojas, la raiz o el fruto, patrén de expresidn diferente al
observado en Arabidopsis donde se observa expresion también en tejidos vegetativos
como las hojas (Koo et al., 2010; Yoo et al., 2011a; Yoo et al., 2011b). En el cedro japonés,
el gen homdlogo a AtAGL6 en esta gimnosperma, CjiMADS14, se expresa
mayoritariamente en los estrébilos (conos o pifias; tanto masculinos como femeninos) y
en menor medida en tallos y agujas (hojas) (Katahata et al., 2014). Ademas la expresién
ectopica de GGMADS14 en Arabidopsis adelantd la floracion indicando su potencial en la

activacion de la induccion floral.
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2. El género Fragaria.

2.1 Taxonomia y distribucion geografica.

El género Fragaria (Fragaria spp., del latin fragans, oloroso) pertenece a la familia
Rosaceae, que agrupa unas 3000 especies de 107 géneros diferentes, distribuidas en su
mayor parte en las zonas calidas del hemisferio norte (Dirlewanger et al., 2002). Se trata
de la tercera familia de plantas con mayor importancia econémica en el mundo, ya que
ademas de la fresa, incluye especies frutales pertenecientes a géneros como Prunus
(melocotonero, albaricoquero, ciruelo, cerezo o almendro), Malus (manzano), Pyrus
(peral) o Rubus (moras y frambuesas), asi como especies de uso ornamental como las
pertenecientes al género Rosa (con mas de 5000 cultivares registrados), Potentilla o

Sorbus.

La fresa es una planta dicotiledénea del género Fragaria. Su clasificacion

sistematica es:

= Reino: Plantae

=  Subreino: Embryobionta
= Division: Magnoliophyta
= (Clase: Magnoliopsida

= Subclase: Rosidae

= Superorden: Rosanae

= Orden: Rosales

= Familia: Rosaceae

= Subfamilia: Rosoideae

= Tribu: Potentilleae

=  Subtribu: Fragariinae

= Género: Fragaria

El género Fragaria comprende unas 25 especies e hibridos que poseen diferentes
niveles de ploidia: diploides (2n = 14), tetraploides (2n = 28), hexaploides (2n = 42),
octoploides (2n = 56) y decaploides (2n=70) (Hancock, 1999; Hummer et al., 2009;
Rousseau-Gueutin et al., 2009) y se distribuyen por toda la zona templada del hemisferio
norte, ocupando diferentes regiones climaticas que van desde los climas templados a
zonas subtropicales y al oeste de Sudamérica (Staudt, 2008; Liston et al., 2014). Solo la
especie F. vesca (2n = 14) se distribuye de manera homogénea a lo largo de todo este
rango (Hancoock, 1999). El resto de especies diploides estdn confinadas en Eurasia (Figura

2), las tetraploides al este de Asia y Fragaria moschata, la Unica especie hexaploide, a
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Europa central y Siberia (Staudt, 1989). Las especies octoploides de Fragaria son nativas
de América. La fresa cultivada es un hibrido obtenido por el cruzamiento de dos especies
octoploides: Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana. Su origen se remonta al siglo XVII
cuando ambas especies son introducidas en Europa. La polinizaciéon cruzada produjo
hibridos, con frutos grandes, dulces y aromaticos. Duchesne nombra a este hibrido como
fresa-anands o fresa-pifia y poco después la clasifica como F. x ananassa Duch., hibrido
gue hoy se cultiva en todo el mundo (Medina-Minguez, 2008) (mas informacién en el
apartado 2.5).

QD Lake Baikal
e

®F chiloensis 8X  ® F virginiana ssp. virginiana 8X ® F virgininana ssp. glauca 8X
® F. moschata 6X  ®@F jturupensis 8X @ F. viridis 2X ® F yezoensis 2X

@ F jinumae 2X F. nipponica 2X @ F. mandshurica 2X @ F. moupinensis 4X
OF. orientalis 4X © F. daltoniana 2X @ F nilgerrensis 2X [JF. Vesca 2X

Figura 2. Distribucidn geografica y nivel de ploidia de las especies silvestres de Fragaria (adaptado de Staudt,
2008).

2.2 Caracteristicas botanicas de la fresa.

La fresa es una planta lefiosa y perenne (de porte herbdceo), con unas pautas
fisiolégicas parecidas a los arboles y arbustos frutales de hoja caduca (Hancock, 1999;
Folta y Gardiner, 2009). El tallo se encuentra comprimido en una roseta llamada corona
cubierta por unas hojas basales o estipulas solapadas. La corona produce entrenudos muy
cortos con hojas pecioladas trifoliadas, de bordes aserrados; el meristemo apical (SAM)
en posicién terminal y sistema radicular fasciculado, en su parte basal. Ademas en la axila
de cada hoja nos encontramos las yemas o meristemos axilares. Estos meristemos,
dependiendo del estado nutricional y las condiciones ambientales, evoluciona a: ramas
(nuevas coronas), estolones, o bien permanecen en dormancia. A partir del SAM o del
meristemo apical de una corona secundaria surge el escapo floral que porta la

inflorescencia. El tallo que soporta cada flor individual se llama pedunculo floral. El
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conjunto de escapo y pedunculo floral forma el ramo floral. Las flores presentan 10
sépalos, 5 0 6 pétalos, de 20 a 30 estambres (dispuestos en dos verticilos concéntricos) y
varios cientos de pistilos (60 a 600). Los pistilos se disponen en espiral sobre el receptaculo
floral y cada uno porta un unico dévulo (Hancock, 1999; Folta y Gardiner, 2009). El
receptaculo floral se desarrolla y se engrosa formando la fresa, mal llamada fruto, ya que
los verdaderos frutos son los aquenios que tapizan el receptaculo floral engrosado. Los
aquenios se desarrollan a partir de un Unico ovario y estan formado por tejidos
procedentes del ovario y la semilla. El “fruto” de fresa puede tener entre 20 y 500
aquenios. El tamafo del “fruto” es una caracteristica varietal y depende de muchos
factores: posicion/tamanio de la flor, numero/tamafio de los aquenios, estado fisioldgico
y factores ambientales. La fresa estd considerada como un “fruto” no climatérico

(Figura 3).

Los estolones, responsables de la multiplicacidon vegetativa de la fresa, son tallos
rastreros; cada planta puede producir entre 10 y 15 sistemas estoloniferos, pudiendo dar
lugar a mas de 100 plantas hijas (clones). Cuando la yema terminal de un estoldn da lugar
a una planta hija, la yema axilar situada en el segundo nodo del estolén produce la
siguiente unidad simpodial. Las plantas hijas son autosuficientes pasadas 2-3 semanas de
vivir unida a la planta madre a través de los filamentos estoloniferos. La capacidad de

estolonado es una caracteristica varietal (Darrow, 1966) (Figura 3).
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Figura 3. Morfologia de la planta de fresa (daptado de Strand, 2008)
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2.3 Fisiologia de la fresa.
2.3.1 Comportamiento frente al fotoperiodo.

Las plantas pueden ser clasificadas en tres grandes categorias basandonos en su
respuesta frente al fotoperiodo: plantas de dia corto (SD) que florecen cuando la duracién
del dia es menor que un punto critico (que varia segun la especie), plantas de dia largo
(LD) que florecen cuando la duracién del dia supera un punto critico (variable segun la
especie), y por ultimo especies con un comportamiento neutro frente al fotoperiodo (DN)
capaces de florecer independientemente del fotoperiodo (Garner y Allard, 1920). La
mayoria de especies de fresa se comportan como plantas de SD (Darrow, 1966), asi como
la mayoria de las variedades de fresa cultivada (F. x ananassa), en las que la induccién
floral ocurre cuando los dias se acortan durante el otofo, seguidos por un periodo de
reposo invernal y floreciendo en la primavera siguiente (Guttridge, 1985). La duracidn
critica del dia es muy dependiente del cultivar, pero en general se estipula entre 8 y 14
horas, estando el punto éptimo entre 8 y 11 horas (Heide, 1977; Durner, 1984; Guttridge,
1985; Konsin et al., 2001; Verheul et al., 2007). Los cultivares varian en su sensibilidad a
las condiciones inductoras de floracién y al nUmero de dias necesarios para inducir la
floracién, comprendido entre 7 y 23 como promedio (Guttridge, 1985; Konsin et al., 2001;
Sgnsteby y Heide, 2008).

Algunas especies octoploides se comportan como DN, también conocidas como
everbearing (EB). En la fresa cultivada, este caracter puede proceder de tres fuentes
diferentes. La primera fuente se remonta a la introduccién en Francia (1866) de las lineas
‘Gloede’s Seedling’ (Ahmadi et al., 1990). La segunda fuente se desarrollé en USA, donde
‘Pan American’ se introdujo en 1890 (Darrow, 1966). La tercera fuente, se trata de F.
virginiana glauca origen de muchas de los cultivares DN modernos como ‘Brighton’, ‘Fern’
o ‘Selva’ (Ahmadi et al., 1990). La regulacidn genética de este caracter se discute hoy dia.
Ahmadi et al., (1990) sugirié que en las variedades derivadas de F. virginiana glauca el
caracter (DN) lo confiere un Unico gen dominante, pero mas tarde se sugirié que lo mas
probable es que se trate de un caracter poligénico, controlado por un quantitative trait
loci (QTL) mayor y otros con menor contribuciéon (Serce y Hancock, 2005; Shaw y Famula,
2005; Weebadde et al., 2008). En 2013, Gaston et al. mostraron que el QTL FaPFRU,
localizado en el grupo de homeologia (HG) IV controla gran parte de la variacion en este
cardcter (sobre el que ejerce un efecto positivo) y del estolonado (sobre el que ejerce un
efecto negativo). De igual forma, Sooriyapathirana et al. (2015) identificaron varios QTL
qgue controlan el tipo de floracidn, uno mayoritario localizado también en el HG IV, con un
efecto similar sobre la floracion y el estolonado que FaPFRU; y otro QTL adicional con un

efecto menor, localizado en el HG V. Ademas, detectaron QTLs con efectos menores y
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afectando el inicio de la floracion en el HG llI. Estos resultados sugieren que el caracter de
dia neutro esta controlado por un gen de efecto mayoritario y varios otros genes con
efectos menores tal como sugirieron Shaw y Famula en 2005. Al igual que Gaston et al.,
2013, Sooriyapathirana et al. (2015) detectaron varios QTLs para el estolonado (ademas
del identificado en el HG IV) localizados en los HG | y Il

El fotoperiodo afecta al crecimiento vegetativo no solamente a la floracién.
Condiciones de LD favorecen el crecimiento vegetativo (medido por pardmetros como la
longitud del pedunculo) y el estolonado, mientras que condiciones de SD los inhiben
(Heide, 1977; Durner, 1984; Sgnsteby y Nes, 1998; konsin et al., 2001; Hytdnen et al.,
20009).

2.3.2 Comportamiento frente a la temperatura ambiente.

La temperatura afecta en gran medida a la floraciéon en la fresa. La mayoria de
cultivares de SD son en realidad plantas de SD facultativas: cuando las temperaturas caen
por debajo de un determinado valor, la floracién se induce independientemente del
fotoperiodo (Guttridge, 1985). El rango de temperaturas donde la floracién es
dependiente del fotoperiodo se situa entre 14 y 20 °C (Durner, 1984; Guttridge, 1985;
Manasakem y Goodwin, 2001; Heide y Sgnsteby, 2007). Mientras que temperaturas por
encima de 20 °Cinhiben la floracidn independientemente del fotoperiodo (Durner, 1984;
Guttridge, 1985; Manasakem y Goodwin, 2001). Todos estos rangos de temperatura, en
los que la floracién es inducida, inhibida o supeditada al fotoperiodo son muy
dependientes del cultivar. Asi, una misma temperatura, puede producir distintas
respuestas segun el cultivar que estudiemos. La considerable variacién entre cultivares en
su respuesta a la duracion del dia, los requerimientos de temperatura y la interaccién de
ambos en la induccidn de la floracidén, permiten a la fresa ser cultivada en un amplio
abanico de condiciones ambientales y latitudes; pero a la vez dificulta la caracterizacién
de los cultivares, ya que un mismo cultivar puede comportarse como DN o como SD con
solo cambiar la temperatura (Durner, 1984; Manasakem y Goodwin, 2001; Heide y
Sgnsteby, 2007).

La temperatura también afecta al destino de las yemas axilares. Temperaturas
calidas mejoran el estolonado tanto en cultivares de SD como LD (Heide, 1977; Durner,
1984; konsin et al., 2001; Hytonen et al., 2009; Bradford et al., 2010).
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2.3.3 Ciclo de crecimiento habitual de Fragaria x ananassa en Andalucia.

Particularidades del sistema de produccion Espaiol.

Como se explica en los apartados anteriores no todas las variedades responden de
igual manera a los cambios ambientales (Heide, 1977; Durner, 1984; Guttridge, 1985). En
el caso concreto de Andalucia, la gran mayoria de las variedades que se siembran son de
floracion estacional de dia corto. Y debido a que las temperaturas durante el otofio en
nuestra latitud no son muy bajas, se hace necesario separar la produccion de fresa de la
multiplicacién de las plantas, para obtener una adecuada sincronia en la floracién, asi
como una produccién temprana. La multiplicaciéon de las plantas se realiza en viveros de
altura, localizados en la meseta norte del pais, durante los meses de abril a octubre.
Posteriormente, las plantas se trasladan hasta los campos de produccién. Ubicados
mayoritariamente en la provincia de Huelva, donde se pasan a suelo a principio o
mediados de octubre (Lépez-Aranda, 2008), pasados dos dias de traslado desde los

viveros de altura (Figura 4).

Estas plantas, al haber adquirido las horas de frio (durante el mes de Septiembre)
necesarias para superar los requisitos de vernalizacién en los viveros de altura, sufren la
induccidon de la floracién durante el mes de Octubre y Noviembre (fotoperiodo de SD),
empezando a florecer a lo largo de Diciembre. Debido a que las temperaturas no son muy
bajas en Huelva durante los meses de noviembre y diciembre, la planta no sufre parén
invernal o dormancia, habitual en latitudes mas nortefias. La fresa produce frutos durante
los primeros seis meses del afio, con la maxima produccion entre los meses de febrero,
marzo, abril y parte de mayo, a partir de los cuales la produccidn comienza a caer por las
elevadas temperaturas. En el mes de julio, tras el alargamiento de los dias (LD), comienza
la época de crecimiento vegetativo y estolonado, que se alarga mientras las temperaturas
y el fotoperiodo lo permiten, normalmente hasta mediados o finales de septiembre, en el
caso del estolonado y diciembre en el caso del crecimiento vegetativo. Si las temperaturas
en verano son muy altas, puede producirse un parén estival (Lopez-Aranda, 2008) (Figura
4). Al tratarse de un cultivo intensivo, las plantas no llegan a completar su ciclo de vida en
los campos de produccién, ya que normalmente son arrancadas al final de mayo,
permitiendo la desinfeccién y acondicionamiento del suelo durante los meses de verano,

a la espera de nuevas plantas de los viveros en el otofio siguiente (Figura 4).
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Figura 4. Esquematizacion del ciclo de crecimiento de variedades de F. x ananassa con floracion estacional (SD) en
Andalucia. Con estrella roja se marcan aquellos meses de fotoperiodo inferior a 13 horas (SD). O Fecha de
levantamiento del campo en Huelva. (2) Inicio de estolonado en los viveros de altura, multiplicacién vegetativa. (3) Fecha de
arrancado de plantas en los viveros de altura y traslado a los campos de produccién de Huelva.

2.3.4 Efecto de las giberelinas en el crecimiento de la fresa.

Las giberelinas (GAs) son una familia de fitohormonas que promueven la divisidon
y la elongacidn celular a la vez que estan involucradas en el crecimiento y desarrollo de
los 6rganos de las plantas (Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009). Las formas activas de las
GAs se forman a partir del difosfato de geranilgeranilo mediante doce etapas sucesivas,
en una ruta metabdlica catalizada por seis enzimas. Las principales etapas de regulacién
de la ruta se sitdan al final de la misma, donde actuan varias dioxigenasas dependientes
de 2-oxoglutarato, como GA20 oxidasa (GA200x) y GA3 oxidasa (GA3ox), que catalizan la
formacidon de GAs activas. GA20ox cataliza tres etapas en la biosintesis de GA, desde
GA12,53 hasta el Ultimo precursor de las GAs activas (GAg,20). GA30ox cataliza la hidroxilacion
en posicidén 3B de los precursores GAgy GAyo hasta formar las GAs activas: GAsy GA1. Las
GAs activas son inactivadas mediante hidroxilacion en posicion 23, reaccion catalizada por
la enzima GA2oxidase (GA2o0x, otra dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato),
mediante un mecanismo de retroalimentacién en el cual las GAs activas reprimen la
expresion de GA20ox y GA3ox a la vez que activa la expresidn de GA2ox (Figura 5). Existen
dos rutas alternativas para la produccion de GAs: la hidroxilacidon del carbono en posicién
13 (13-OH) y la hidroxilacion del carbono en posicion 3 (non-13-OH). Ambas rutas se han
descrito presentes en la fresa, la ruta 13-OH se localiza en hojas, tallos, yemas axilares,
receptaculo y frutos, mientras que la ruta non-13-OH se localiza en los peciolos (Taylor et
al., 1994; Wiseman y Turnbull, 1999a y 1999b; Hytonen et al., 2009; Symons et al., 2012).
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Las GAs tienen un importante efecto en el crecimiento y la floracion de la fresa.
Tratamientos con GAs promueven la elongacién de peciolo (Guttridge y Thompson, 1964;
Wiseman y Turnbull, 1999a y 1999b). Y tratamientos con GA1 promueven el desarrollo del
tallo y la formacion de estolones (Hytonen et al., 2009), a la vez que reprimen la induccion
floral de plantas crecidas bajo condiciones inductivas de floracién (Braun y Kender, 1985;
Braun y Garth, 1986). La aplicacién de inhibidores de la biosintesis de GA reprime la
elongacidn del peciolo e induce el desarrollo de coronas secundarias a partir de las yemas
axilares, reduciendo la produccidon de estolones (Wiseman y Turnbull, 1999a y 1999b;
Black, 2004; Hytonen et al., 2008 y 2009). Las GAs promueven el crecimiento vegetativo
al promover la degradacion de las proteinas DELLA (Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009;
Sun, 2011). Las GAs se unen al receptor GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1) el cual
al interaccionar con las proteinas DELLA promueve su ubiquitinacion y posterior

degradacion por el proteosoma (Sun, 2011) (Figura 5).

GA20x

Ruta13-OH:  GA, GA,, GA, GA,, ) GA,

Crecimiento <= Expresion génica —————
Degradacién <— GID1

Figura 5. Tres ultimas etapas de la sintesis de giberelinas (GA). Ambas rutas (non-13-OH y 13-OH) comienzan con GAj,.
A partir de este precursor se forman sucesivamente el resto de intermediarios, seguiin la oxidasa que actué (representadas
por flechas en diferentes colores) hasta formar la giberelina bioldgicamente activa (rodeada por un circulo en rojo). La
unioén de la giberelinas activa con el receptor GID1 promueve la degradacién de DELLA. A su vez DELLA (en asusencia de
GA activas) regula su propia recambio al promover (flechas en negro) la biosintesis de GA activa e inactivar su degradacién
(barras negras).

2.4 Fragaria vesca como especie modelo del género Fragaria.

F. vesca se ha convertido en la planta modelo en la que se basan muchos de los
estudios dentro del género Fragaria y otras Rosaceas. El uso de la fresa silvestre presenta
numerosas ventajas sobre la fresa cultivada: tiene un tiempo de generaciéon mas corto,
aproximadamente de tres a cuatro meses hasta la obtencién de nuevas semillas, tiene un
tamaio menor, es facilmente multiplicable por estolones y posee un genoma diploide y
de pequefio tamano, 240 Mbp (Folta y Davis, 2006; Davis et al., 2007). Ademas, la fresa
silvestre es autégama facultativa lo que facilita la obtencidn de lineas homocigotas (Slovin

et al., 2009). Existen métodos de cultivo y transformacion in vitro muy eficientes, lo que
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facilita el uso de herramientas genéticas para analisis funcionales y estructurales (El
Mansouri et al., 1996; Haymes y Davis, 1998; Alsheikh et al., 2002; Oosumi et al., 2006).
Hoy en dia la informacidn disponible de F. vesca aumenta rapidamente en nimero de ESTs
disponibles (Kang et al., 2013; Darwish et al., 2015). Ademas recientemente se completd
y publicd la secuencia completa de su genoma, donde 34809 transcritos han sido
identificados (Shulaev et al., 2011).

La fresa cultivada (F. x ananassa), procedente de la hibridacidon de dos especies
octoploides (de origen americano) Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana, no es una
especie muy adecuada para estudios genéticos y moleculares, por su genoma octoploide
(2n=8x=56), tamaio y ciclo de vida relativamente largo. Existen tres modelos que intentan
explicar el origen del octoploide de F. x ananassa: AAAABBCC (Fedorova, 1946),
AAA’A’BBBB (Senanayake and Bringhurst, 1967) y AAA’A’BBB’B’ (Bringhurst, 1990). El
modelo mds reciente, considera que el genoma octoploide tiene un origen alopoliploide.
Estudios recientes han corroborado este modelo, sugiriendo un modelo: Y1Y1Y1'Y1'Z2Z7Z,
en que F. vesca actuaria como donador del subgenoma Y1 y F. iinumae, el donador del
subgenoma Z (Folta and Davis, 2006; Rousseau-Gueutin et al., 2009; Tennessen et al.,
2014). Al ser F. vesca donador de uno de los cuatro subgenomas presentes en
F. x ananassa hace que ambos genomas presenten una elevada macrosintenia (Rousseau-
Gueutin et al,, 2009). La publicacion del genoma completo de F. vesca, unido a la
macrosintenia existente entre ambas especies facilita enormemente los estudios

gendmicos en F. x gananassa, aumentando el valor de F. vesca como especie modelo.

Al igual que F. x ananassa, la mayoria de las accesiones de F. vesca presentan
floracién facultativa bajo condiciones de SD: la floracién se inhibe por encima de los 20
°C, para una correcta floracion se necesitan temperaturas intermedias y condiciones de
SD. Por ultimo temperaturas inferiores a 10 °C inducen la floracién independientemente
del fotoperiodo (Heide y Sgnsteby, 2007; Heide et al., 2013). Ademds, estdn descritas
accesiones de fresa silvestre que florecen durante todo el afo (floraciéon perpetua),
F. vesca ssp. semperflorens, originarias de los Alpes y llamadas normalmente fresas
alpinas (Darrow, 1966, Ahmadi et al., 1990).

Gracias a experimentos de cruzamiento de variedades de fresas silvestres de SD
con variedades alpinas (Brown y Wareing, 1965) se demostré que la respuesta frente al
fotoperiodo en la especie F. vesca esta controlado por un Unico gen, llamado SEASONAL
FLOWERING LOCUS (SFL): el alelo dominante confiere floracién estacional y el alelo
recesivo floracién perpetua (Albani et al., 2004). Al igual que la floracion estacional, el
estolonado estd también controlado por un Unico gen dominante, llamado RUNNERING

LOCUS (R; Brown y Wareing, 1965). Los genes SFLy R segregan de manera independiente,
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SFL ha sido cartografiado en el grupo de ligamiento (LG) VIy R en el LG Il en el mapa de
referencia de F. vesca (Sargent et al., 2004, 2006 y 2009; Iwata et al., 2012). Estudios mas
recientes han identificado mutaciones en el gen FYTFL1 como responsables del caracter

de floracion perpetua en F. vesca y en la Rosa (lwata et al., 2012; Koskela et al., 2012).
2.5 La fresa cultivada Fragaria x ananassa.
2.5.1 Historia.

La fresa cultivada es una especie octoploide, se trata de un hibrido obtenido a
partir del cruzamiento de dos especies también octoploides. Su origen se remonta al siglo
XVII, cuando representantes de Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana, originarios del
oeste Sudamericano y el este de norteamérica respectivamente, son introducidos en
Europa y pasan a cultivarse conjuntamente en jardines horticolas de Francia, Bélgica,
Holanda, Alemania e Inglaterra. El origen europeo del nuevo taxén fue documentado por
Duchesne en su libro “Historia Natural de las Fresas” en 1766. La polinizacién cruzada de
ambas especies produjo hibridos con una combinacidn Unica de caracteristicas de los dos
progenitores, con unos frutos grandes, dulces y aromaticos. Duchesne nombra a este
hibrido como fresa-ananas o fresa-pifia, ya que su olor le recuerda al de la pina tropical
(Ananas ssp.). Asi, poco después la clasifica como Fragaria x ananassa Duch., hibrido que

hoy se cultiva en todo el mundo (Medina-Minguez, 2008).

La fresa cultivada muestra una gran capacidad de adaptacidon agroclimatica, sin
embargo, sus variedades comerciales o cultivares son de adaptacion microclimatica,
adaptandose Unicamente a condiciones similares a las que se usaron para su seleccién y
obtencién (Medina-Minguez, 2008).

2.5.2 Importancia econdmica de la fresa cultivada.

La fresa cultivada, F. x ananassa, es un cultivo muy apreciado tanto por su sabor
como por su contenido nutricional (azlcares, acido félico y acido ascérbico entre otros)
(Fait et al., 2008) asi como por los efectos saludables derivados de su consumo, entre los
gue se encuentran la prevencion de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
envejecimiento, obesidad y cancer (Seeram, 2008). Tanto es asi, que se cultiva en gran

cantidad de regiones y agro-ecosistemas diferentes, distribuidas por todo el planeta.

El cultivo y comercializacion de la fresa, ha adquirido con el paso de los anos, una
gran importancia econdmica y social en Espaiia, siendo uno de los productos horticolas
con una mayor cuota de exportacién (85,2 %) (Tabla 1 y Tabla 2). El grueso de la

produccidon fresera en Espafia, se encuentra localizado en la provincia de Huelva
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(Andalucia), con algo mds del 90% de la misma. Las condiciones edaficas y climaticas
particulares de la provincia, muy favorables al cultivo, unido al dinamismo comercial y al
elevado grado de tecnicidad alcanzado por el cultivo, han convertido a la fresa en el cultivo
rey de la provincia. Ocasionando el despegue econdmico de una regién tradicionalmente
deprimida (Nufez, 2008).

El cultivo de la fresa en nuestro pais, y en particular en Huelva, se centra en
variedades con una floracién estacional y temprana llamadas variedades de dia corto (SD)
o con floracion estacional. Esto se debe, principalmente, a cuestiones comerciales y
econdmicas. La produccion fresera de la region estd destinada en su mayoria a la
exportacion, a los paises del norte de Europa, durante los primeros meses del afo, cuando
la rentabilidad econdmica es elevada (Tabla 3). Por tanto, al sector fresero le interesa,
cada vez mas, adelantar la floracién y concentrar la produccién en estos meses. Para
satisfacer las necesidades de precocidad y sincronizaciéon de la produccién, que los
mercados demandan, existen diferentes soluciones (Lopez-Aranda et al, 2008). La
primera de ellas, se desarrolla en las propias fincas. Engloban las técnicas propias de un
cultivo moderno altamente tecnificado e intensivo, tanto en su labores agricolas como en
el “forzado” del cultivo. La segunda de ellas es la utilizacién de una amplia y potente
(econdmicamente hablando) infraestructura viveristica, localizada en zonas elevadas
sobre el nivel del mar (“viveros de altura”) y aisladas de las zonas de cultivo de fresa. Estos
“viveros de altura” reldnen las condiciones de termoperiodo, fotoperiodo y aislamiento
fitosanitario, necesarios para conseguir una correcta madurez fisioldgica de la planta; que
promovera una adecuada diferenciacién floral y una equilibrada entrada en produccién
en los campos de fructificacién onubenses. La ultima estrategia, es la mejora genética
varietal encaminada a la obtencion de nuevas variedades, que colmen las exigencias de
los productores y de los consumidores. Este trabajo es desarrollado por los mejoradores
de plantas. Se trata de un proceso largo y para el cual es necesario un amplio
conocimiento fenolégico, fisioldgico y genético de los diferentes cultivares disponibles
(Lépez-Aranda et al., 2008).
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Region Hectareas Cultivadas Produccion (T)

12 | China 109940 2997504
29| USA 23549 1360869
32 | México 8496 379464
42 | Turquia 13549 372498
59 | Espafia 8000 312500
62 | Egipto 6029 254921

Tabla 1. Principales paises productores de fresa (FAOSTAT 2013)

Regién Cantidad (T) Valor (1000 $)

12 Espaiia 266453 619911
29 USA 153730 467657
3¢ México 107759 209457
49 | Paises bajos 53347 346325
5¢ Bélgica 43001 171213
62 Grecia 34119 60419

Tabla 2. Principales paises exportadores de fresa (FAOSTAT 2013)

Regién Cantidad (T) Valor (1000 $)

1¢ USA 149945 330123
29 Canada 123384 351381
32 | Alemania 112108 293697
40 Francia 92968 219810
52 Rusia 57174 127129
62 | Reino Unido 46189 183277

Tabla 3. Principales paises importadores de fresa (FAOSTAT 2013).
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3. Marcadores moleculares.

3.1 Generalidades.

Un marcador genético es una caracteristica del organismo (morfoldgica,
bioquimica o molecular) que exhibe una segregacion mendeliana, es polimdrfico y facil de
rastrear en cada individuo. Todos los marcadores genéticos ocupan una posicién
gendmica especifica dentro de los cromosomas llamadas loci (locus en singular) y pueden
estar ligados a los genes que controlan rasgos de interés, sin formar parte de los mismos,
generalmente. Los marcadores genéticos pueden ser clasificados en: (i) marcadores
morfoldgicos (caracteres fenotipicos); (ii) marcadores bioquimicos o isoenzimas vy
marcadores moleculares (Winter y Kahl, 1995; Jones et al., 1997). Los marcadores
morfoldgicos y bioquimicos son relativamente escasos y presentan variaciones
dependiendo de las condiciones ambientales o el estado de desarrollo de la planta. Sin
embargo, los marcadores moleculares no se ven influenciados por factores ambientales.
Los marcadores moleculares presentan mas ventajas (Helentjaris, 1992): (1) su elevado
nuimero y su amplia distribucién por el genoma posibilita el mapeado de regiones génicas,
con una densidad alta de marcadores. (2) Los marcadores moleculares no suelen verse
afectados por otros, lo que permite evaluar multiples marcadores a la vez. (3) Suelen
presentar herencia mendeliana simple. (4) Los posibles ensayos de marcadores no son
destructivos y (5) las muestras pueden ser almacenadas para un andlisis futuro. Por todas
estas caracteristicas, los marcadores moleculares son los marcadores genéticos mas
utilizados (Winter y Kahl, 1995; de Vienne, 2003).

Los marcadores moleculares presentan multiples usos (Singh y Singh, 2015), entre
los que se encuentran: (1) identificacion de especies y/o variedades (fingerprinting); (2)
mapeado y clonaje posicional de genes y/o QTLs; (3) identificacion de segmentos
cromosomicos implicados en la mejora de determinados caracteres; (4) establecer
relaciones filogenéticas entre diferentes especies y/o variedades; (5) seleccién de
parentales para hibridacion, (6) identificar casos de variacion somaclonal; (7)
identificacion de razas o biotipos de especies patdgenas; (8) prediccion de efectos
heterdticos en crucesy (9) ayuda a la seleccidn asistida por marcadores (MAS). Para poder
ser Utiles los marcadores moleculares deben reunir, en la medida de lo posible, una serie
de caracteristicas, siendo las mas importantes las siguientes (Collard et al., 2005; Singh y
Singh, 2015):

= Alto Polimorfismo: para que un marcador sea util, es conveniente que presente un

cierto grado de polimorfismo dentro del conjunto de muestras en estudio, ya que
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de otro modo no resolveria los problemas de identificacion. El caso 6ptimo es el
de muestras que presentan algun marcador especifico y que por tanto las
identifica frente a otras.

= Codominancia: esta caracteristica hace que el fenotipo del marcador posibilite la
identificacion completa del genotipo, al permitir la distincién entre heterocigosis
y la homocigosis.

= Distribucién en el genoma: interesa que la distribucién de los marcadores en el

genoma sea lo mas amplia y homogénea posible, ya que ello hara que sea mas
eficaz en la identificacion.

= Comportamiento neutro frente a la seleccidn natural.

= Sencillez: conviene que la metodologia empelada en el analisis sea sencilla y
rapida, asi como econdmica en su coste.

= QObijetiva: interesa que los resultados obtenidos no se presten a interpretaciones
subjetivas, sino que muestren de modo claro la presencia o ausencia de un
determinado marcador.

= Repetitividad: interesa obtener los mismos resultados al aplicar una misma
metodologia, con independencia del analista y del laboratorio donde se realiza el

analisis.

Una de las utilidades que presentan los marcadores moleculares, como dijimos
anteriormente, es la construccién de mapas genéticos de ligamiento, en los que se
dispone el orden lineal y las distancias relativas entre los loci de un determinado
cromosoma, dentro de cada especie (Paterson, 1996). La mapas genéticos sirven, por
tanto, como marcos de referencia para localizar genes concretos, suelen usarse como
puntos de partida en programas de MAS y representan la base para el estudio de la
estructura y la evolucién de los genomas (Liu, 1998). Ademads, representan una
herramienta muy versatil en la secuenciacién completa de genomas tanto de plantas

como animales (Spiller et al., 2011).

Los mapas de ligamiento se basan en la tendencia que presentan dos o mas
loci/genes de heredarse juntos, fendmeno llamado ligamiento; se acepta que dos o mas
loci/genes presentan ligamiento cuando se sitlan relativamente préximos en el mismo
cromosoma. Como resultado del entrecruzamiento cromosdémico o recombinacion
(crossing over, en inglés) durante la meiosis, es posible recuperar distintas combinaciones
de loci/genes ligados. Por ejemplo, si dos genes heterocigotos (Aa/Bb) se localizan en
cromosomas distintos o muy separados dentro de un mismo cromosoma, segregaran
independientemente durante la meiosis, por lo que la frecuencia de los cuatro gametos
posibles (AB, Ab, aB y ab) serd la misma (25 %). Sin embargo, si existe ligamiento entre

dos loci/genes (por ejemplo entre Ay B) o lo que es lo mismo, se encuentran préximos en
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el cromosoma, la proporcidn de gametos se ve alterada y la frecuencia de los gametos
recombinantes (Ab y aB, en el ejemplo) disminuye conforme disminuye la distancia entre
los loci/genes ligados. La frecuencia de recombinantes entre dos loci/genes ligados es por
tanto proporcional a la distancia entre ellos y puede usarse para calcular la fraccion de
recombinacion (r) (Singh y Singh, 2015). Para la elaboraciéon de un mapa genético las
fracciones de recombinacion obtenidas entre pares de marcadores genéticos (presentes
en una poblacion de mapeo) son convertidas en distancias genéticas. Cuando las
distancias son pequenas, r se comporta como un buen estimador de las distancias génicas,
pero no existe una relacién lineal entre r y la distancia génica, debido a los eventos de
recombinacién multiple entre loci/genes. Si los marcadores genéticos se encuentran
dispersos, la fraccion de recombinacion se puede transformar mediante modelos
empiricos, llamados funciones de mapa, para compensar los eventos de recombinacién
multiples. Las funciones de mapa convierten la fraccion de recombinantes en unidades de
mapa o centiMorgans (cM). La primera funcion de mapa fue desarrollada por Haldane
(Haldane, 1919) y fue modificada posteriormente por Kosambi (Kosambi, 1943). Una vez
gue se tienen las distancias génicas entre los distintos marcadores, se agrupan estos en
distintos grupos de ligamiento. Y por ultimo, el orden que presentan estos marcadores
dentro de los distintos grupos de ligamiento, se representan conformando el mapa
genético de ligamiento (Singh y Singh, 2015).

3.2 Tipos de marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares estan basados en el analisis directo de la molécula de
ADN y ponen de manifiesto variaciones en la secuencia. Estas variaciones son producidas
por diferentes tipos de mutaciones (mutaciones puntuales, sustituciones de bases,
deleciones o inserciones) o por errores ocurridos durante la replicacion (Paterson, 1996).
Segun la técnica usada para ponerlos de manifiesto, los marcadores moleculares pueden
ser clasificados en: (i) basados en la hibridaciéon a sondas; (ii) basados en la PCR vy (iii)
basados en el estudio de la secuencia de ADN (Winter y kahl, 1995; Jones, 1997).

3.2.1 Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP).

Esta técnica permitié superar algunos de los problemas que plantaba el uso de
isoenzimas y fue desarrollada para la construccion de mapas genéticos en humanos
(Botstein et al., 1980). Con posterioridad fueron muy usados para la construccion de
mapas de ligamiento en cultivos como maiz o tomate (Helentjaris et al., 1986) y también
en fresa (Viruel et al., 2002). Se basan en la comparacion de los perfiles obtenidos como
consecuencia de la hidrdlisis del ADN mediante endonucleasas de restriccidon (Botstein et

al., 1980). Los diferentes fragmentos generados por la ruptura del ADN por las



68 Marcadores moleculares

endonucleasas son separados, por tamafo, en geles de agarosa y posteriormente
transferidos a un soporte sélido, normalmente membranas de nylon, procedimiento
conocido como Southern blotting. Sobre este soporte solido se realiza la hibridacion con
sondas especificas (southern hybridization) y por uUltimo se revela el bandeado mediante
una radiografia.

Es una técnica robusta, fiable y que permite una determinacién completa y clara
del genotipo, pudiendo distinguir asi heterocigosis de homocigosis (codominancia). En su
contra, es una técnica laboriosa y cara, que necesita grandes cantidades de ADN de alta
calidad y que precisa de conocimientos previos del ADN para el disefio de las sondas (Singh
y Singh, 2015).

3.2.2 Randon Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

Son unos marcadores obtenidos mediante la amplificacién al azar (por PCR) de
fragmentos de ADN gendmico, utilizando para ello cebadores simples de secuencia
arbitraria (generalmente de 10 nucleétidos de longitud) que hibridan en loci repartidos
de modo aleatorio por todo el genoma (Williams et al, 1990). Los fragmentos
amplificados son separados y visualizados mediante electroforesis. Fueron marcadores
muy usados por su rapida deteccidén (mediante PCR), por su abundancia y su bajo coste.
Sin embargo su mayor desventaja es que son poco reproducibles y ademdas son
marcadores dominantes. Usando estos marcadores se realizé el primer mapa de
ligamiento de F. vesca (Davis y Yu, 1997) y se indago en las relaciones evolutivas existentes
entre las variedades norteamericanas de F. x ananassa (Degani et al., 2001). Actualmente,
con el auge de nuevas tecnologias de secuenciacion y genotipados mas robustos y

eficientes, practicamente han caido en desuso (Singh y Singh, 2015).
3.2.3 Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP).

Esta técnica se basa en la amplificacidn selectiva de fragmentos de DNA generados
por enzimas de restriccién a partir de DNA gendmico (Vos et al., 1995). La técnica se
realiza en tres pasos. El primer paso consiste en la digestién de 100 — 500 ng de ADN
gendmico con dos enzimas de restriccion. Posteriormente se ligan unos adaptadores
especificos, de secuencia conocida, en ambos extremos de los fragmentos de restriccién.
Una vez unidos los adaptadores se lleva a cabo una amplificacion de los mismos mediante
cebadores especificos, complementarios a los adaptadores, pero con varios nucledtidos
adicionales (llamados nucledtidos selectivos) en el extremo 3’, de esta forma se limita el
nimero de fragmentos amplificados, ya que se necesita complementariedad con los
nucledtidos selectivos para que la extension tenga lugar. Modificando el nimero y

naturaleza de los nucledtidos selectivos, se puede alterar el nUmero de fragmentos
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amplificados. El grupo de fragmentos amplificados se separa mediante una electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Por ultimo se revela el gel mediante radiografia,
fluorescencia o tincidn (normalmente con plata) y se analiza el patrén de bandas obtenido
(Vos et al., 1995). Alternativamente y para mayor eficiencia, los marcadores AFLPs pueden
ser separados y visualizados en secuenciadores capilares automaticos usando cebadores
marcados con fluoréforos. Los marcadores AFLP pueden ser usados para identificacion
varietal (Degani et al., 2001; Tyrka et al., 2002), mapeo genético, MAS y clonaje de genes.
A partir de ellos se obtuvo el primer mapa de ligamiento de la fresa octoploide (Lecerteau-
Kohler et al., 2003).

Es una técnica robusta, fiable y altamente reproducible. No necesita grandes
cantidades de DNA, aunque este debe ser de alta calidad para poder ser digerido por las
enzimas de restriccion (Vos et al., 1995). Siguen siendo muy usados en aquellas especies

gue carecen de un genoma secuenciado de referencia (Singh y Singh, 2015).
3.2.4 Microsatélites o Simple Sequence Repeats (SSR).

Los microsatélites son repeticiones de motivos cortos, 1 — 6 bp de longitud,
repetidas en tdndem. Se detectan mediante PCR usando cebadores de secuencia Unica
flanqueantes (Tautz, 1989). Estan abundante y uniformemente distribuidos por el genoma
eucariotico, pudiendo encontrarse tanto en regiones codificantes como no codificantes
(Toth et al., 2000). El nivel de polimorfismo que presentan es muy elevado. Son
marcadores codominantes y altamente reproducibles, por ello han sido muy usados en el
analisis de pedigri, identificacion de variedades, construccion de mapas genéticos, andlisis
de QTLs y andlisis filogenéticos. Con las recientes tecnologias de secuenciacién masiva
(Metzker, 2010), el nimero de Expressed Sequence Tags (ESTs) disponibles en las bases
de datos publicas ha aumentado exponencialmente, asi como la disponibilidad de la
secuencia del genoma de muchas especies, facilitando el disefio de los cebadores

necesarios para los microsatélites.

En fresa existen se han publicado numerosos trabajos basados en marcadores SSR,
por ejemplo para analizar la influencia de los programas de mejora sobre la diversidad de
la fresa cultivada (Gil-Ariza et al., 2009; Horvath et al.,, 2011), para la construccion de
mapas de ligamiento en F. vesca (Sargent et al., 2004, 2006, 2008; Zorrilla-Fontanesi et
al.,, 2011a) y F. x ananassa (Rousseau-Gueutin et al., 2008; Isobe et al., 2013; van Dijk et
al., 2014) y para la deteccién de QTLs que controlan la calidad del fruto (Zorrilla-Fontanesi
et al., 2011b; Lecerteau-Kohler et al., 2012; Zorrilla-Fontanesi et al., 2012).
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3.2.5 Diversity Array Technology (DArT)

Diversity array technology (DArT) es una técnica de genotipado barata y que
proporciona un gran numero de datos de manera eficiente. El analisis de DArT se realiza
en dos pasos. El primero de ellos consiste en la construccidon de un microarray, llamado
matriz de diversidad (diversity array, en inglés); a continuacion se genotipan las distintas
muestras/individuos/lineas mediante hibridacion de los fragmentos de su genoma con la
matriz de diversidad. La técnica es similar a los AFLP, pero cambiando el gel de
electroforesis por la matriz de diversidad (Jaccoud et al., 2001; Kilian et al., 2012). La
matriz de diversidad, debe contener los fragmentos gendmicos polimérficos de la especie
de interés. Estos fragmentos polimdrficos se obtienen mediante el siguiente
procedimiento: (1) aislamiento del ADN de los individuos de la poblacién necesarios para
cubrir toda la diversidad. (2) Digestion del ADN de cada individuo (aproximadamente 5
ng) con las enzimas de restriccion seleccionadas. (3) Ligacion de los adaptadores
apropiados en los extremos de los fragmentos obtenidos. (4) Una amplificacidn selectiva,
usando nucledtidos selectivos, para reducir la complejidad y el nimero de los fragmentos
amplificados y (5) clonado de los distintos fragmentos amplificados. (6) Cada clon es
amplificado individualmente, usando cebadores especificos, y (7) purificado y colocado
en el microarray (Jaccoud et al., 2001). Tras el paso (7) obtenemos lo que se conoce como
matriz de descubrimiento (discovery array, en inglés). Posteriormente se localizan los
fragmentos polimérficos presentes en la matriz de descubrimiento usando ADN marcado.
Este ADN marcado, tiene el mismo origen que el usado para la construccién de la matriz
de descubrimiento y se trata de la misma forma, se corta con las mismas enzimas de
restriccion y se amplifica con la misma mezcla de cebadores, pero es marcado con dos
colorantes fluorescentes diferentes (fluorescent dye, en inglés). A continuacion se
seleccionan aquellos puntos de la matriz de descubrimiento polimérficos, que serdn
aquellos que presenten una fluorescencia del mismo color que los colorantes usados (no
la mezcla de ambos). Una vez seleccionados los puntos polimérficos en la matriz de
descubrimiento, se vuelven a clonar y se construye con ellos la matriz de diversidad
(Jaccoud et al., 2001). Para realizar el genotipado, entre 50 — 100 ng de ADN, de cada
muestra/individuo/linea es aislado y fragmentado con el mismo protocolo usado para
construir la matriz de diversidad. Se corta con las mismas enzimas de restriccidon, se
amplifica con los mismos cebadores, se marca con un colorante adecuado y es hibridado
en la matriz de diversidad. La sefal de hibridacion obtenida es analizada mediante
herramientas informaticas especiales (como DArTdb, Client Interaction o DArTsoft),

presentes en el programa de cédigo abierto LAMP (Singh y Singh, 2015).

Los DArT se utilizan para la caracterizacién de germoplasma, estudios de

diversidad, seleccion de parentales en programas de mejora y mapeo de genes y/o QTL.
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También son muy usados en MAS, ya que la matriz de diversidad para una especie se
desarrolla una Unica vez. Existen matrices de genotipado para gran cantidad de cultivos,
como: arroz (Jaccoud et al., 2001), cebada (Wenzl et al., 2004), trigo (Akbari et al., 2006),
cafia de azucar (Tinker et al., 2009), manzana (Schouten et al., 2012) o F. x ananassa
(Sanchez-Sevilla et al., 2015). Mas recientemente, la tecnologia DArT se ha combinado
con las nuevas tecnologias de secuenciacién masivas lo que ha permitido el desarrollo de
plataformas DArTseq que permiten el genotipado eficiente de marcadores DArT y SNPs
conjuntamente (Kilian et al., 2012; Sadnchez-Sevilla et al., 2015).

3.2.6 Single nucleotide polymorphisms (SNPs)

La variacién en un unico nucleétido del ADN de varios individuos de una misma
especie se conoce como single-nucleotide polymorphisms (SNPs). Los SNPs son los
marcadores genéticos mas abundantes, llegando a constituir aproximadamente el 90 %
de la variabilidad genética presente en cualquier organismo (Mammadov et al., 2012). Un
SNP puede presentar cuatro alelos diferentes (uno por cada nucleétido: A, C, Ty G) y
Unicamente es considerado como tal, cuando el alelo menos habitual tiene al menos una
frecuencia igual o superior al 1 %. Los SNPs se pueden producir por transiciones (cambios
de C por T, o de A por G y viceversa) o transversiones (cambios de Ao GporToCy
viceversa), siendo las transiciones mads frecuentes que las transversiones. Los SNPs
presentan bajos indices de mutacion y son faciles de detectar. Normalmente son mas
frecuentes en las zonas no codificantes del genoma (ncSNPs). Los SNPs presentes en la
zona codificante (cSNPs) pueden alterar la secuencia de algun gen y producir cambios
fenotipicos (llamados SNP candidato o funcional) o no producir cambios en la proteina,
llamados SNP andnimos. Algunos ncSNPs pueden producir cambios fenotipicos en los
individuos, son aquellos que se localizan en los promotores génicos y alteran su funcidn,

se les conoce como SNPs promotores (Singh y Singh, 2015).

Todos los SNPs se identifican mediante secuenciaciéon, bien por la secuenciacién
completa del genoma, bien de una regidén concreta del ADN, o por la obtencién del
transcriptoma via RNA-seq. El gran avance realizado en los ultimos afios en las técnicas de
secuenciacion masiva (Next-Generation DNA Sequencing Methods, NGS por sus siglas en
inglés) ha facilitado y abaratado la busqueda de SNPs; proporcionando una enorme
cantidad de secuencias gendmicas y EST, almacenadas en las bases de datos, que pueden
ser rastreadas en la busqueda de nuevos SNPs [trigo (Akhunov et al., 2009; Wang et al.,
2014); caiia de azucar (Garcia et al., 2013); manzana (Troggio et al., 2013); F. x ananassa
(Bassil et al., 2015)]. El genotipado de los SNPs en las accesiones o cultivares de interés se
suele abordar mediante ensayos de hibridacién en arrays. Estas técnicas o estrategias

para la deteccion y genotipado de SNPs requieren de una instrumentacidn sofisticada y
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cara, lo que limita su uso en laboratorios pequefos. Pero por el contrario la mayoria se
encuentran comercializados, por ejemplo: KASP™ (Kompetitive Allele-Specific PCR,
comercializado por LGC Genomics, UK); TagMan OpenArray Genotyping System de
Applied Biosystems, USA; lllumina GoldenGate SNP Genotyping Platform o Affymetrix
Axiom® Genome-Wide Arrays y producen un elevadisimo nimero de datos, con un
rendimiento también elevado (coste por dato) (Singh y Singh, 2015). El réapido avance de
las técnicas de NGS y TGS (Third-Generation DNA Sequencing Methods) han permitido el
desarrollo de diversos métodos que combinan la identificacidn y el genotipado de nuevos
SNPs. Normalmente estas técnicas constan de un paso previo en el que se reduce el
numero de secuencias para disminuir la complejidad (y el coste) sin comprometer la
calidad del resultado. Estas estrategias pueden comprender: (i) la busqueda en el genoma
completo [por ejemplo: Genotyping by Sequencing (GBS)] o (ii) la busqueda y/o
secuenciacion de partes especificas del genoma, como puede ser el RNA-seq (Singh y
Singh, 2015).

3.3 Andlisis de grupos segregantes (Bulk Segregant Analysis, BSA).

El analisis de Bulk segregantes (BSA) es una herramienta poderosa para la
identificaciéon de marcadores moleculares ligados a un gen de interés en regiones
especificas del genoma (Michelmore et al., 1991). Este método implica comparar dos
grupos (pool/bulk) de muestras de ADN de individuos de una poblacion segregante
procedente de un cruce biparental. Dentro de cada grupo, los individuos son idénticos
para un rasgo particular o gen de interés pero arbitrario para el resto de caracteres o
genes. Estos dos grupos opuestos para un rasgo (presencia-ausencia de estolones en
nuestro estudio) se analizan para identificar marcadores que los distingan. Los
marcadores que son polimadrficos entre los grupos estaran genéticamente ligados al locus
determinante del rasgo usado para la construccién de los grupos. Esta técnica permite
localizar rapidamente genes que no segregan inicialmente en las poblaciones para
generar el mapa genético. Este enfoque se ha usado frecuentemente para etiquetar genes
de resistencia a enfermedades en diversos cultivos, como fresa (Haymes et al., 1997) o
tomate (Van der Beek et al., 1994).

La combinacién de AFLP y BSA permite detectar un gran niumero de polimorfismos
reproducibles y asociados al caracter de interés en un periodo de tiempo relativamente

corto (Kepiro y Roose, 2010).
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Marcador Codominante (C) o . .
. Ventajas Desventajas
molecular Dominante (D)
Robusto Laborioso y caro
. Necesita grandes
Fiabl
RFLP ¢ lable cantidades de DNA
Transferible a través Polimorfismo
de poblaciones limitado
Rapido, simple y No transferible
RAPD D ec.onomlco o Problemas de
Necesita pequenas reproducibilidad
cantidades de DNA P
Técnicamente Requiere
simple informacién previa
SSR C Robusto y fiable Nece5|t§
) electroforesis en
Transferlb.le e poliacrilamida o sec.
poblaciones capilar
Multiples loci ADN de alta calidad
Metodologia
AFLP D Generacién de altos complicada.
niveles de Electroforesis en
polimorfismo poliacrilamida o sec.
capilar
— |
Generf;\uon de altos e
niveles de .
. . complicada
DArTs D polimorfismo
. Coste del equipo
High th hput
'gh throughpt elevado
Metodologi
Muy abundantes ero POgla
complicada
SNPs C

High throughput

Coste del equipo
elevado

Tabla 4. Ventajas e inconvenientes de los marcadores moleculares (adaptado de Collard et al., 2005).
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Capitulo 2: Estudio de genes reguladores de la induccidn floral en

Fragaria x ananassa.

1. Objetivos.

El objetivo general de este capitulo ha sido determinar el papel que juegan genes
seleccionados en la induccién y regulacion de la floracion en la fresa cultivada (Fragaria x

ananassa).

Para llevar a cabo este objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos

especificos:

= |dentificacién y caracterizacién de los genes de Fragaria x ananassa ortélogos a los
genes: CONSTANS (AtCO), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (AtSOC1),
FLOWERING LOCUS D (AtFD) y AGAMOUS LIKE-6 (AtAGL6) de Arabidopsis thaliana.

= Determinacion de los niveles de expresion de los genes FaCO, FaSOC1, FaFD, FaFD2 y
FaAGL6 en distintos 6rganos/tejidos de Fragaria x ananassa cv. Chandler.

= Evaluacién del efecto del fotoperiodo en la expresién de los genes FaCO, FaSOC1, FaFD,
FaFD2 y FaAGL6 en cultivares de fresa que difieren en su respuesta al mismo.

= Andlisis del efecto del ritmo circadiano en la expresion de los genes FaCO, FaFD2 y
FaSOC1 en dos cultivares que difieren en su respuesta frente al fotoperiodo, ‘Chandler’
y ‘Selva’, bajo condiciones de SD y DL.

= Evaluar el efecto de la sobre-expresion de FaCO, FaSOC1, FaFD2 y FaAGL6 sobre la
induccion floral, en particular, y la morfologia de la planta, en general, mediante la
obtencién de plantas transgénicas (Fragaria x ananassa cv. Camarosa) que expresan

los distintos genes bajo el control del promotor constitutivo 358S.
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2. Material y Métodos.

2.1 Material Vegetal.
2.1.1 Material vegetal para aislamiento de los genes.

El clonaje de los genes en F. x ananassa se hizo sobre tejidos del cultivar de DN
‘Selva’. Las plantas fueron multiplicadas vegetativamente mediante estolones a partir del
material existente en el Banco de Germoplasma de Fresa ubicado en el Centro IFAPA de
Churriana (Mdlaga) y cultivadas en umbrdculo hasta su utilizacién. Para FaCO se usé hoja
joven expandida y corona (Figura 6) para FaSOC1, FaFD2 y FaAGL6. Los tejidos fueron
congelados en nitrégeno liquido inmediatamente después de su recoleccién y conservados
a—80°C.

2.1.2 Material vegetal para estudios de expresion génica en tejidos.

Para la realizacion de los experimentos de expresion génica se han utilizado plantas
de fresa de la especie Fragaria x anannassa de los cultivares ‘Chandler’, ‘Parker’, ‘Selva’ y
‘Fern’. Las plantas, multiplicadas mediante estolones, provenian del Banco de
Germoplasma de Fresa ubicado en el Centro IFAPA de Churriana (Malaga) y fueron crecidas
en un invernadero abierto (umbraculo) intentando reproducir las condiciones de cultivo en
campo. El riego y abonado de las plantas se realizé6 de manera automatica mediante un
sistema de goteo. Las plagas y enfermedades fueron controladas por personal
especializado, mediante tratamientos fitosanitarios periddicos. Las plantas se limpiaron
peridodicamente de hojas, frutos y estolones en mal estado para mantener la salud de las

mismas durante el desarrollo de los experimentos.

Los experimentos de expresidon génica se realizaron sobre hoja, raiz, corona vy flor
cerrada; asi como en frutos con distinto estadio de madurez: verde, blanco y rojo.

Caracteristicas de los tejidos usados en el estudio:

= Hoja, joven expandida procedente de la roseta central de la planta. Sin sintomas de

enfermedad, sin peciolo y sin suciedad (Figura 6D-2)

= Raiz, joven completamente desprovista de sustrato y sin sintomas aparentes de

senescencia (Figura 6B-1y D-1).

= Corona. Consideramos corona a la parte del tallo de la fresa obtenida al desprender
todas las hojas y raices de la roseta central, quedandonos Unicamente con un tejido
blanco; donde se localizan el SAM y la mayoria de las yemas laterales que dardn

lugar a inflorescencias, estolones y coronas laterales (Figura 6C-2 y D-3).
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Flor cerrada. Estadio de desarrollo floral en el que todavia no son visibles los
pétalos, estan formados pero encerrados aun por los sépalos, justo antes de la

antesis (Figura 6E-1).

Tradicionalmente se han establecido cuatro estadios de maduracién en base a la
pigmentacion externa del fruto de fresa: verde, blanco, intermedio y rojo (Figura
6E-4, 5, 6 y 7; respectivamente). La maduracion del fruto tarda aproximadamente
40 dias (dependiendo de las condiciones ambientales del cultivo; Perkins-Veazie,
1995). El fruto blanco ocurre aproximadamente 21 dias tras la antesis y el rojo entre
los dias 30 a 40.

La toma de muestras se realizd en tres fechas distintas:

Condiciones de dia corto (SD) = el muestreo tuvo lugar el dia 21/12/2012,
coincidiendo con el solsticio de invierno, dia mas corto del afio. Se recolectaron
hojas, raices y coronas de doce plantas por cultivar, divididas en tres réplicas
bioldgicas independientes con cuatro plantas cada una. El muestreo de ‘Fern’ tuvo
lugar a las 8:30 horas de la mafiana. ‘Parker’ se muestreo a continuacién, sobre las
10:30 horas. A continuacion se muestreo ‘Chandler’ a las 12:00 horas y por ultimo
‘Selva’ aproximadamente a las 13:30 horas de la tarde.

Condiciones de dia largo (LD) = el muestreo tuvo lugar el dia 21/06/2013,
coincidiendo con el solsticio de verano, dia mas largo del afo. Se siguié la misma
metodologia que en el muestreo anterior, respetando el orden de recoleccién

anterior.

Durante la primavera se recolectaron flor cerrada y frutos segun se iban alcanzando
los estadios necesarios en cada cultivar. Se volvieron a realizar tres réplicas
biolégicas compuestas al menos con cinco flores o frutos de tres plantas distintas,

pero Unicamente sobre dos cultivares: ‘Chandler’ y ‘Selva’.
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En los tres casos anteriores, los tejidos fueron congelados rapidamente en

nitrégeno liquido y conservados a —80 °C, para evitar la degradacién de los acidos nucleicos.

Figura 6. Tejidos muestreados. (A) Imagen de planta entera. (B) Imagen de planta con
raices separadas del tallo (1). (C) Imagen de planta, tallo desprovisto de hojas (1) y
coronas obtenidas al limpiar el tallo de las capas de restos de hoja que envuelven a SAM
y meristemos laterales (2). (D) Imagen representativa de tejidos vegetativos usados en
el estudio, raiz (1), hoja (2) y coronas (3). (E) Imagen ilustrativa de los tejidos
reproductivos usados en el estudio, (1) Flor cerrada, (2) Flor semiabierta, (3) Flor abierta,
(4) Fruto verde, (5) Fruto blanco, (6) Fruto “turning” y (7) Fruto rojo. Lineas discontinuas,
zonas de corte y separacion (o limpieza) de tejidos.
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2.1.3 Recoleccidon de muestras para el control circadiano de la floracién.

Los experimentos para la determinacién del control circadiano se realizaron sobre
hoja de dos cultivares diferentes: ‘Chandler’ y ‘Selva’. Los muestreos se repitieron en
condiciones de dia corto (SD) y dia largo (LD). El muestreo de SD tuvo lugar el dia
22/12/2013. El primer muestreo se realizdé a las 08:00 horas de la mafana (justo al
amanecer). Los muestreos se repitieron cada cuatro horas hasta completar un ciclo de 24
horas (7 puntos de muestreo). El muestreo de LD se realizo el dia 23/06/2014. El primer
muestreo tuvo lugar de nuevo justo al amanecer (07:00 horas) y se fue repitiendo cada
cuatro horas hasta completar un ciclo de 24 horas. En cada estacion de muestreo se
realizaron tres réplicas bioldgicas independientes, con hojas de al menos tres plantas
diferentes. Las muestras de tejido se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y

fueron conservadas a —80 °C hasta su maceracidn y procesado.
2.2 Aislamiento de RNA total, tratamiento con DNasa | y sintesis de cDNA.

El método empleado para la extracciéon de ARN total de tejidos de fresa se basa en

el protocolo descrito por Manning, 1991.

Previo a la extraccidn se macer6 en un mortero el tejido congelado en nitrégeno
liquido hasta reducirlo a un polvo fino, con cuidado de que no se descongelara, se pasé a
un eppendorf estéril 0,2 g del macerado (polvo fino). Se afiadié 900 pL de tampdn de
extraccién [Tris-HCI 0,2 M, EDTA 10mM, pH 7,6 ajustado con acido bérico (autoclavado)],
45 uL de SDS 10% (5% v/v) y 18 uL de B-mercaptoetanol (2% v/v). Se homogenizé con vortex
y se afiadié 900 uL de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Se mezclé con vortex las dos
fases vigorosamente, mientras se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. Se
centrifugé a 13000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante y se completé
hasta un 1 mL con agua estéril, afiadiendo la cantidad de acetato sédico (3M, pH 4,5)
necesaria para una concentracion final de 80 mM de sodio. Se mezcld y se le anadié 0,4
volumenes de 2-butoxi-etanol (2-BE). Se mezclé mediante inversién y se incubd en hielo
durante 30 min. Se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se recuperd el
sobrenadante y se afiadid 0,6 volimenes de 2-BE, se mezcléd mediante inversion y se incubd
durante una hora. Se centrifugé 20 min a 15000 rpm a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y
se volvio a repetir la precipitacidn con 2-BE. Se lavd el pellet resultante con 700 pL de etanol
(70%) durante 5 min. Se retird el etanol y se dejo secar. Se resuspendio el pellet en 500 uL
de agua estéril y se le afiadié 1/3 volumen de LiCl 12M y se dejo incubando toda la noche
(overnight) a 4 °C. Se centrifugd 30 min a 14000 rpm y 4 °C y se descarté el sobrenadante.
Se lavo el pellet con 700 uL de etanol (70%). Se volvié a centrifugar 10 min a 14000 rpm vy
4 °C y se descartd el sobrenadante. Se secd el pellet a temperatura ambiente y se

resuspendié en 20 pL de agua estéril. La concentracion de ARN se cuantificé por
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espectrofotometria, midiendo a 260 nandmetros (NanoDrop  ND-1000;
http://www.NanoDrop.com), se comprobd la calidad del mismo mediante dos ratios de

absorbancia (260/230 y 260/280) y mediante su visualizacién en gel de agarosa al 1%.

Para eliminar cualquier resto de ADN aislado junto con el ARN, se sometio a las
muestras a un tratamiento con la enzima DNasa |, Thermo Scientific; siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La retrotranscripcion se llevd a cabo partiendo de un 1 ug total de ARN usando el
kit de sintesis de cDNA iScript™ de Bio-Rad (http://www.bio-rad.com) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para aplicaciones posteriores como gRT-PCR, el cDNA se
diluyd 1:10.

2.3 Clonaje de genes en cultivar ‘Selva’.

Para el clonaje de los genes FaCO, FaSOC1, FaFD2 y FaAGL6 de F. x ananassa, se
realiz6 una busqueda mediante BLAST sobre el genoma de F. vesca
(http://www.strawberrygenome.org; Shulaev et al., 2011) y en las bases de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
usando las secuencias de cada gen de Arabidopsis [AtCO (TAIR ID: AT5G15840), AtSOC1
(TAIR ID: AT2G54660), AtFD (TAIR ID: AT4G35900) y AtAGL6 (TAIR ID: AT2G45650),
respectivamente]. Sobre las secuencias de F. vesca con mayor homologia obtenidas, se
disefiaron cebadores especificos para amplificar el ORF, desde el ATG al coddn stop
(Tabla 5).

Gen Nombre Secuencia Referencia
FaCO F_COfull_Sal | AGTCGACATGTTGAAAGAGGAGAGCAA Gene04172-
R_COfull_Xba | ATCTAGACTAGTACGAAGGAACAATGC v1.0-hybrid
FaSOC1 F_SOC1full_Sall AGTCGACATGGTGAGAGGCAAAACC Genel9425-
R_SOC1full Xbal ATCTAGACTAGTGCTTCGATCTCCTTT v1.0-hybrid
FafED2 F_FDfull_Sall AGTCGACATGACGATGGAGGATGTGTG NCBI
R_FDfull_Xbal ATCTAGACTACATAGAGTGTGCCCTTT EX675574
FOAGLE F_AGL6full_Sal AGTCGACATGGGGAGGGGAAGAGTGGA Genel9428-
R_AGL6full_Xbal ATCTAGATCAAAGCACCCATCCTTGGA v1.0-hybrid

Tabla 5. Nombre y secuencia de los cebadores usados para el clonaje. En rojo negrita, secuencia de las enzimas de corte,
Sal I (en cebador directo F) y Xba | (en cebador reverso R).

Sobre una dilucién 1:10 del cDNA y usando como cebadores especificos de cada
gen, se realizd una PCR con una polimerasa de alta fidelidad (Exact polymerase, 5-Prime;

http://www.5prime.com), usando el siguiente programa:
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95 °C 30seg 1ciclo

95 °C
S0E 30 see Ci(3:|505
72 °C 2 min

72 °C 5 min 1 ciclo

Los productos resultantes de la PCR de alta fidelidad fueron separados en un gel de
agarosa (0,8%) y posteriormente se purificaron las bandas resultantes mediante el Kit
FavorPrep™ GEL/PCR Purification (Favorgen Biotech Corporation) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los amplicones purificados, se ligaron junto con el vector
pGemT-easy (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Por ultimo, se
usaron 2 L de la reaccién de ligacién para transformar, mediante choque térmico, células

competentes de E. coli DH5a.

2.4 Protocolo de transformacion de células competentes de E. coli DH5a mediante

choque térmico.

Se pusieron en contacto 150 uL de la suspension de células competentes de la cepa
DH5a (descongeladas en hielo) junto con 2 uL de la reaccion de la ligacién anterior. Se
incubd durante 30 min en hielo. Tras la incubacidn se aplicé un choque térmico de 90
segundos a 42 °C. Se dejaron incubando otros dos minutos en hielo. Se afiadieron 500 pL
de medio LB liquido y se incubd, en agitaciéon, durante una hora a 37 °C. Finalizada la
incubacidn, se sembraron 100 pL de la suspensién celular en una placa con medio LB-agar
(solido) suplementada con ampicilina (100 pg/mL) y XGal (40 pug/mL). Se dejé crecer el
cultivo bacteriano durante la noche a 37 °C y se seleccionaron colonias positivas de color

blanco.
2.5 Minipreparacion de plasmido mediante lisis alcalina.

Este método fue usado para la extraccion de ADN plasmidico tanto de E. coli como

de A. tumefaciens.

Para la extraccidon de ADN plasmidico (minipreparacion) de las colonias candidatas
transformadas (positivas), se inocularon a partir de cada colonia 7 mL de medio LB
comercial (Pronadisa) suplementado con el antibiético adecuado y se dejé crecer en
agitacién toda la noche. Tras este periodo se centrifugaron 1,5 mL del cultivo a 6000 rpm a
temperatura ambiente durante 5 min. Se descartd el sobrenadante (esto se repite dos
veces en el mismo tubo, para elevar el nimero de células). El precipitado de células se
resuspendidé en 100 pL de Solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM de
EDTA pH 8) mas 3 uL de RNasa (10 pg/mL) y se mezclé mediante inversion. Se afiadieron

100 pL de la Solucion 1l (0,2 M NaOH, 1% SDS, preparada en el momento) y se mezcld por
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inversion. Por Ultimo se afiadieron 150 plL de la Solucién 11l (60 mL acetato potasico 5 M,
11,5 mL de acido acético y 28,5 mL de agua destilada), se mezclé de nuevo por inversion.
Se centrifugd durante 7 min a 13000 rpm a temperatura ambiente y se recuperd el
sobrenadante a un nuevo tubo, donde se afiadié 200 pL de isopropanol a temperatura
ambiente y se incubd durante 5 min. EI ADN se precipitd por centrifugacién durante 7 min
a 13000 rpm, se elimind el sobrenadante y se afiadid 1 mL de etanol al 70%. Se centrifugd
5 min a 7000 rpm vy se retird el sobrenadante con cuidado. Se dejo secar el precipitado
hasta que todo el etanol se evaporé. Finalmente, el precipitado se resuspendié en 20 uL de

agua destilada.
2.6 Experimentos de expresion génica.

Los estudios de expresién génica se realizaron mediante PCR cuantitativa a tiempo
real (QRT-PCR) usando como sonda el intercalante fluorescente SYBRGreen | y usando un
termociclador iQ5 real-time PCR detection system (Bio-RAD). Las reacciones se llevaron a
cabo sobre tres sintesis independientes de cDNA (procedentes de las 3 réplicas bioldgicas)
y realizando tres réplicas técnicas por cada muestra. Como gen normalizador de la cantidad
de ARN se empled la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (FaGADPH,
Salvatierra et al., 2010). La cuantificacidn relativa de la expresidn génica se realizd mediante
el método de comparacion de Cr (Pfaffl, 2001). Los cebadores usados para cada gen se
describen en la Tabla 6.

Gen Nombre Secuencia ™ Tamaino
RT-FaCO1-F CTCCGGCTGTCAGATAATGG )

FaCO | or-FacO1-R AGGAAGCAGCCTCATCTTCG 60°C  113bp
RT-FaSocl-F CCAAGCCAATAACAAAGTTGC .

FaSOCT | eTFasocl-R TCCCAATAGTTTCCGTTTCG 60°C  118bp
RT-FaFD-F TCTTGGAAGCCAATCTTCTCC .

FaFD - RT-FaFD-R ATCTCCTCCTCCGAAGTTGC 60°C  112bp
RT-FaFD2.3-F  CAAGAAAAGGGCCGTAGAGG .

FaFD2 | o1 FaFD23.R  TTGCTGCATTTTGAGTCTGG 63°C  181bp
RT-FaAGL6.2-F  AGCTTGGAGACCTTAACCTGC .

FOAGLE | LT FaAGL6.2-R  GCAGCCACATAGTGCTGGTA 63°C  196bp
RT-GADPH-F TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG

FaGADPH 60°C  132bp
RT-GADPH-R  AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG

Tabla 6. Nombre y secuencia de los cebadores usados en los estudios de expresion génica. TM, temperatura de
anillamiento usada. En la ultima columna se indica el tamafio en pares de bases del amplicon obtenido mediante cada
cebador.
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2.7 Transformacion estable de fresa (Fragaria x ananassa).
2.7.1 Construccion de los vectores de sobre-expresion.

Los marcos abiertos de lectura (ORF) de FaCO, FaSOC1, FaFD2 y FaAGL6 fueron
clonados a partir de cDNA usando los cebadores de la Tabla 5 (ver Material y Métodos 2.3).
Posteriormente estos genes fueron subclonados en el vector binario pBIN19 modificado
(Van Engelen et al., 1995) bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMv35S). En los cuatro casos se procedié de la misma manera. Cada gen se ligd
entre los sitios de restriccion Sal | (extremo 5’) y Xba | (extremo 3’) presentes en los vectores
de clonaje de los genes y en el MCS (multiple cloning site) del vector binario. Una vez ligado
cada gen al vector binario se transformaron células competentes de E. coli DH5a mediante
choque térmico y se sembraron en medio LB-agar suplementado con Kanamicina (100
pug/mL) y XGal (40 pg/mL). Se confirmd la presencia del promotor CaMv35S junto con el
inserto en las colonias positivas, mediante PCR. Para ello se usé el cebador 5'-
TCATTTCATTTGGAGAGGACA (complementario a la regidn final del promotor 355) y como
cebador 3’ se usaron los cebadores reversos especificos de cada gen usados para el clonaje
(Tabla 5). Por ultimo se transformd A. tumefacies cepa LB4404 con el vector binario

mediante electroporacion.
2.7.2 Transformacidn de bacterias por electroporacion.

En una cubeta de electroporacién se puso en contacto 100 plL de células
competentes de A. tumefacies cepa LB4404 con 3 plL de plasmido aislado. Se dio un impulso
de electroporacion (2,5 KV, 25 uF y 400 Q) durante cinco segundos. Una vez dado el impulso
se anadié un mL de medio LB liquido y se incubd en agitacién durante una hora a 28 °C. Se
sembré 100 uL del cultivo resultante en placas de medio LB-agar suplementadas con

kanamicina (100 pg/mL), estreptomicina (40 ug/mL) y rifampicina (50 pug/mL).
2.7.3 Material vegetal.

Para la transformacién genética se usé un stock de plantas in vitro de F. x ananassa
cv. Camarosa. El stock de ‘Camarosa’ fue crecido y multiplicado mediante sucesivos
subcultivos hasta alcanzar el volumen de tejido necesario para la transformacion. El medio
de cultivo usado para la multiplicacion del stock fue el medio N3oK (Tabla 7), modificacién
del medio MS (Murashige y Skoog) para el cultivo in vitro de F. x ananassa (Barcel6 et al.,
1998), suplementado con Kinetina (4,76 mg/L), fitohormona que promueve Ia
multiplicaciéon vegetativa del material. Tanto el stock de plantas de fresa como los
explantos durante la transformaciéon se mantuvieron en una camara de cultivo con un
fotoperiodo de LD consistente en 16 horas de luz y 8 de oscuridad. La temperatura de la

camara se mantuvo entre un minimo de 23 °C y un maximo de 25 °C. La intensidad luminica
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fue de 40 pmol.m2.s'proporcionada por tubos fluorescentes (Sylvania Grolux F40;
Sylvania, Madrid).

2.7.4 Transformacion de fresa (Fragaria x ananassa).

Para la trasformacién de fresa se siguio el método propuesto por El Mansouri et al.,
1997. Se partié de discos de hoja (stock ‘Camarosa’), que al ponerse en contacto con las
fitohormonas adecuadas, se convierten en plantulas completas a través de un mecanismo
de organogénesis indirecta. El protocolo de transformacién consistidé en los en los

siguientes pasos:

1. Fase de Pre-cultivo. Partiendo del stock de ‘Camarosa’ se cortaron discos de hoja a
partir de plantas de fresa con 15-20 dias desde el ultimo subcultivo. Los explantos
se seleccionaron de la parte central de la hoja, mds préxima a la insercion de
peciolo, por su mayor capacidad regenerativa y con un tamafio aproximado de 4x4
milimetros. Se prepararon entre 170 y 200 explantos por transformacion, entre 100
y 120 para el control de transformacion (explantos transformados con la
construccion 355:GUS) y otros 100 como controles: 50 control negativo (con
antibidtico) y 50 control positivo (sin antibidtico). Los explantos se colocaron en
placas de Petri con la cara adaxial en contacto con el medio de regeneracion (N3oK
suplementado con IBA y BA; Tabla 7) y se mantuvieron durante 9 dias en oscuridad
en una camara de cultivo. Con el pre-cultivo se consigue inducir la organogénesis
antes del co-cultivo con A. tumefaciens.

2. Preparacion del cultivo de A. tumefaciens. La bacteria transformada con el vector
binario de interés se inoculé en 7 mL de medio LB liquido pH 7 suplementado con
Kanamicina (50 pg/mL) y estreptomicina (50 pg/mL). Se dejé crecer durante 24
horas en agitacién a 28 °C y posteriormente se inocularon 200 pL del cultivo en 50
mL de LB liquido pH 5 suplementado con Kanamicina (50 pug/mL), estreptomicina
(50 pg/mL) y acetosiringona (50 pug/mL). Se dejoé crecer en agitacion a 28 °C, durante
un minimo de 24 horas antes del co-cultivo, hasta que alcanzé una densidad éptica
(OD) entre 2 y 2,5 medida a 600 nm. Al afiadir acetosiringona y rebajar el pH del
medio se consigue aumentar la virulencia del Agrobacterium tumefaciens, aunque
este crece mas despacio.

3. Infeccidn y co-cultivo de los explantos. Una vez el cultivo de A. tumefaciens (pH 5)
alcanza una densidad dptica (OD) entre 2 y 2,5 medida a 600 nm. Se realizaron
diluciones usando 5 mL del cultivo bacteriano en 45 mL de agua estéril, en tubos
falcén estériles de 50 mL (OD de la dilucidon de 0,2). En estos tubos falcén se
introdujeron aproximadamente 50 explantos de hoja por tubo que se incubaron (A.
tumefaciens y explantos) durante 15 a 20 min, agitando de vez en cuando para

mejorar la infeccién. Transcurrido el tiempo de incubacion se secaron los explantos
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en papel de filtro estéril, retirando el exceso de cultivo bacteriano, y se volvieron a
colocar de nuevo en las placas con medio de regeneracion. Se dejé en oscuridad a
25 °C durante dos dias (fase de co-cultivo). Todo el proceso se realizé en cabinas de
flujo laminar y en condiciones de esterilidad, para evitar contaminaciones.

Fase de Seleccidon. Tras el co-cultivo de los explantos con la solucién de A.
tumefaciens, se transfirieron los explantos a placas Petri con medio de regeneracién
nuevo suplementado con kanamicina (25 pg/mL), que permite seleccionar aquellas
células vegetales que han incorporado el T-DNA, y carbenicilina (500 pug/mL) para
evitar el crecimiento bacteriano. Se volvieron a cultivar en oscuridad a 25 °C durante
tres dias mds. Todo el proceso se realizd en cabinas de flujo laminar y en condiciones
de esterilidad, para evitar contaminaciones.

Paso a luz y subcultivos periddicos. Transcurridos tres dias en medio de seleccién
en oscuridad, los explantos se pasaron a luz (40 umol.m™2.s) de irradiancia en una
camara de cultivo a 25 °C. Los explantos se subcultivaron cada cuatro o cinco
semanas en medio de regeneracion fresco, suplementado con kanamicina (25
pug/mL) y carbenicilina (500 pg/mL). En el cuarto o quinto subcultivo, si no ha
aparecido crecimiento visible del A. tumefaciens, se puede reducir la concentracién
de carbenicilina en el medio de regeneracion a 250 pg/mL para facilitar la
regeneracion celular y la aparicién de callos.

Aislamiento de plantulas de fresa. Los tallos regenerados se aislaron del callo y se
pasaron a tubos de ensayo con medio de multiplicacién fresco suplementado con
kanamicina (25 pug/mL) y carbenicilina (250 pg/mL). Es importante no aislar mas de
un explanto por callo, a no ser que se encuentren muy separados en el mismo para
asegurar la identificacién de transformantes independientes. Las plantulas aisladas
(y rotuladas en frascos independientes) se subcultivaron cada 4-5 semanas. Gracias
a la kinetina del medio de multiplicacién fue posible multiplicar cada plantula o clon
(linea independiente), para fijar la linea y obtener material suficiente para la
extraccién de DNA gendmico, necesario para la deteccidén del transgen mediante
PCR.
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Medio N30K
NH4NO3 (stock 165 g/L) 2,90 mL
KNO3 (stock 190 g/L) 6,90 mL
MgS04-7H20 (stock 37 g/L) 6,65 mL
. KH2PO4 (stock 17 g/L) 8 mL
Sales minerales NaFe-EDTA (stock (D) 10 mL
Micronutrientes (stock @) 10 mL
Ca(NO3)-4H20 (stock 118 g/L) 5mL
KCI (stock 37,2 g/L) 2mL
Sacarosa 20g
Compuestos organicos Vitaminas (stock @) 10 mL
Mio-inositol 100 mg
Agar 78
IBA (Auxinas) (stock 0,1 g/L)* 5mL
Hormonas BA (Citoquinina) (stock 0,1 g/L)* 20 mL
Kinetina (Citoquinina) (stock 0,1 g/L)** 4,76 mL
Cantidades calculadas para 1 L de medio
Ajustar pH a 5,74
Na2EDTA (Titriplex) 3,7240 g/L
Na2EDTA D FeSO4 - 7H20 2,7870 g/L
MnSO4 - H20 1,6900 g/L
ZnS0O4 - 7H20 0,8600 g/L
CuS0O4 - 5H20 0,0025 g/L
Micronutrientes @ Kl 0,0830 g/L
CoClI2 - 6H20 0,0025 g/L
H3BO3 0,6200 g/L
Na2MoO4 - 2H20 0,0250 g/L
Biotina 0,0050 g/L
Acido félico 0,0500 g/L
Vitaminas @ GIi.cina' 0,2000 g/L
Thiamina - HCl 0,0500 g/L
Piridoxina - HCI 0,0500 g/L
Acido nicotinico 0,5000 g/L

Tabla 7. Composicion del medio N3oK. * Fitohormonas presentes en el medio N3oK para regeneracion. ** Fitohormona

presente en el medio N3oK para multiplicacién.

2.7.5 Extraccion de ADN gendmico de fresa.

Para la extraccién de ADN gendmico de fresa se utilizé una modificacién del método

de extraccion de ADN con CTAB de

scrito en Doyle, 1990.

Se partio de 0,13 gramos de tejido macerado en nitrégeno liquido. Antes de que se

descongelase se afiadié 600 pL de tampdn de extraccion con CTAB (Tabla 8) con un 0,5%

de Bmercaptoetanol afiadido inmediatamente antes. Se homogenizé la mezcla en vortex y

se incubd durante 30 min a 65 °C. Se afiadié 600 uL de coloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
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y se mezcld en vortex hasta obtener una emulsién blanquecina. Se centrifugd a 11000 rpm
durante 10 min a 4 °C. Se recuperd la fase acuosa y se repitié la extraccidon con
cloroformo:alcohol isoamilico. Se volvié a centrifugar a 11000 rpm durante 10 min a 4 °C.
En caso de observar precipitado se repite la extracciéon con cloroformo:alcohol isoamilico
una tercera vez. En caso contrario, se continua con la extraccion afiadiendo 250 uL (2/3 del
volumen) de isopropanol y se agitd suavemente hasta que se observé un precipitado
(ADN). En caso de no ser visible, se prolonga la incubacién a —20 °C durante 30 min mds. A
continuacion el ADN se centrifugd a 14000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se retird el
sobrenadante y se afiadieron 200 uL de etanol al 70%. Se volvid a centrifugar a 14000 rpm
durante 5 min mas y se eliminé el sobrenadante. El pellet se dejé secando durante 10-30
min a temperatura ambiente. Por Ultimo se resuspendidé el pellet en agua estéril, se
cuantificé en un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 y se almacend cada extraccion de
ADN a -20 °C.

Tampon de extraccion con CTAB

CTAB 10g
NaCl5 M 150 mL
EDTAO5 M 20 mL
TRISHCI1 M pH 8 50 mL
Polivinil polipirrolidona (PVPP-40) 10g

Volumen final 500 mL

Tabla 8. Composicion tampoén de extracciéon con CTAB, usado para el aislamiento de ADN gendmico.

2.7.6 Condiciones de aclimatacion y crecimiento de las plantas transgénicas en

invernadero de confinamiento.

Las lineas transgénicas obtenidas y multiplicadas in vitro necesitan de un periodo
de aclimatacidn, en las que se “endurecen” para soportar las condiciones ambientales del
invernadero, muy diferentes y adversas al crecimiento in vitro. El método seguido para la
aclimatacién se basa en una modificacion del descrito por Lépez-Aranda et al.,, 1994. En
nuestro caso, se aclimataron 10 lineas transgénicas por construccion (35S:FaCo,
35S5:FaSOC1, 355:FaFD2 y 355:FaAGL6) mas 3 lineas control 355:GUS (que se denominaron
Pgusl, 2y 3).

El proceso completo duré aproximadamente 60 dias, variando segun la respuesta
de las plantas al mismo y las condiciones ambientales. En primer lugar se colocaron las
plantulas en unos alveolos con sustrato (turba con vermiculita) y se introdujeron en un
tunel completamente cerrado con un 90% de humedad, durante dos semanas. Pasadas dos
semanas, se trasladaron a un tunel de apertura progresiva, donde se tuvieron durante una

semana mas. Posteriormente se colocaron en un tlinel completamente abierto durante una
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semana. Pasado el primer mes de aclimatacién, se plantaron las lineas en macetas

pequefias (9 cm de diametro) y se dejaron en umbraculo entre 20 y 30 dias.

Transcurrida la necesaria aclimatacion, las lineas transgénicas aclimatadas se
plantaron en las macetas definitivas (21 cm de diametro, rellenadas con una mezcla de
turba y arena en proporcién 7:3 como sustrato) en las que crecieron durante el desarrollo

de todo el experimento.

Tanto la aclimatacion y la vida de las lineas se desarrolla en un invernadero especial,
de confinamiento, situado en el IFAPA — Centro de Churriana (Malaga) cumpliendo con
todas las normas legales prescritas para este tipo de organismos modificados
genéticamente. La manipulacién, control y seguimiento se realizd por personal técnico del
propio centro. Los residuos organicos generados por las lineas (hojas, frutos, etc., inclusive

el sustrato desechado) fueron esterilizados antes de su eliminacion.
2.8 Analisis bioinformatico de las secuencias.

El peso molecular tedrico y el punto isoeléctrico de la secuencia aminoacidica
deducida a partir de la secuenciacion de los genes clonados sobre F. x ananassa cv. Selva
se calcularon mediante el programa PeptideMass (http://us.exoasy.org/tools/peptide-
mass.html). Las secuencias proteicas fueron alineadas usando ClustalW (Thompson et al.,
1994) y el alineamiento resultante modificado con GeneDoc (Multiple Sequence Alignment
Editor & Shading Utility version 2.7; Nicholas y Nicholas, 1997). Los arboles filogenéticos
fueron construidos mediante el método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) usando el

programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas.
2.9 Analisis estadisticos de los datos.

En los estudios de expresion génica mediante gRT-PCR se analizaron al menos dos
réplicas bioldgicas (Setl, Set2 y Set3) por cada muestra y tres réplicas técnicas por cada Set
analizado (en todos los casos). Posteriormente, se analizaron las posibles diferencias
estadisticas entre las muestras mediante ANOVA de dos vias y el test de comparaciones
multiples (Post-Hoc) LSD de Fisher, excepto cuando la expresidon se analiza en un Unico
tejido (genes FaFD y FaAGL6), donde usamos un t-test de Welch.

Las diferencias existentes entre los caracteres medidos a las diferentes lineas
transgénicas (inicio de floracién, nimero de flores, inicio de estolonado, longitud de la
planta, etc.) y los respectivos controles (Pgus2, Pgus3 y ‘Camarosa’ Wild type) se analizaron
mediante ANOVA y un test de comparaciones multiples de Dunnett. La normalidad de los
datos se evalué mediante el test de andlisis de la normalidad de Shapiro-Wilk y Ila

homocedasticidad (igualdad de varianzas) se comprobd mediante el test Bartlett.
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3. Resultados.

3.1 Caracterizacion del gen CONSTANS (CO) en Fragaria x ananassa
3.1.1 Identificacion del gen FaCO de la fresa cultivada.

El gen CONSTANS (CO) de Arabidopsis presenta varios dominios caracteristicos de
la familia de factores de transcripcion (TF) CONSTANS-like (COL) (Figura 7). En el extremo
amino terminal existen dos motivos B-box en tandem, con sus respectivos dedos de zinc,
formados por cuatro residuos de cisteina con una estructura conservada (C-X2-C-X16-C-X2-
C) en cada uno. En el extremo carboxilo terminal nos encontramos con el dominio CCT
(CONSTANS, CONSTANS-like, TIMING OF CAB EXPRESSION 1), con una longitud aproximada
de 45 aminodcidos (aa), muy conservado en angiospermas. Justo en el extremo amino
terminal se encuentra otro motivo presente en AtCO y AtCOL1-5 de estructura muy
conservada: G-1/V-V-P-S/T-F (Griffiths et al. 2003).

Con el objetivo de identificar el gen ortdlogo en la fresa cultivada, se realizé primero
una bulsqueda en la secuencia del genoma disponible de F. vesca
(http://www.strawberrygenome.org). Esta busqueda detectd la presencia de tres genes
con similitud al gen AtCO de Arabidopsis. Los cebadores para el clonado de FaCO, sobre el
‘Selva’, se disefaron a partir de la secuencia de gene04172-v1.0-hybrid de F. vesca, ya que
fue la mas parecida a AtCO. El gen clonado FaCO presentd un ORF de 1155 pares de bases
(bp) de longitud, el cual puede codificar para una proteina de 384 aa, con un peso tedrico
de 42,36 KDa y un punto isoeléctrico (Pl) deducido de 5,16. La secuencia aminoacidica
predicha para FaCO muestra un elevado nivel de conservacién con AtCO, asi como con
proteinas CO de otras especies de angiospermas, tanto lefiosas como herbdceas, presentes
en las bases de datos (Figura 7). Las regiones mas conservadas se corresponden con los
dominios CCT y ambos motivos B-box, asi como el motivo propio de la familia COL.
Mediante andlisis realizados sobre los mutantes de CO en Arabidopsis, se ha conseguido
identificar los residuos esenciales para la funcionalidad de la proteina (Robson et al. 2001).
En FaCO, estos residuos esenciales se encuentran conservados (Figura 7). La regioén central
de la proteina presentd la mayor divergencia, aun asi se observan cuatro regiones (M1 a
M4) conservadas entre especies y en FaCO (Figura 7). FaCO presentd el porcentaje de
identidad mas elevado con las proteinas de otras Rosaceas: F. vesca (97%, Fvgene04172) y
P. persica (84,6%, Ppe007007). Sin embargo, también conserva alta similitud con proteinas
de especies mas alejadas, presentando un 76%, 75% y 61% de identidad con V. vinifera (ID:
CU459226), P. deltoides (ID: AY515150) y Arabidopsis (AT5G15840), respectivamente.
Como era esperable, FaCO presentd un porcentaje de similitud sensiblemente inferior 54,7

% con OsCO de la especie monocotiledénea Oryza sativa (ID: AB041840).
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Usando las secuencias nucleotidicas de los 17 miembros de la familia COL de
Arabidopsis, se identificaron mediante BLASTN seis secuencias con homologia a ellas en el
genoma de F. vesca (Shulaev et al., 2011). Para una visidon general de la familia COL en
Fragaria se realizé un arbol filogenético usando las secuencias proteicas provenientes del
ensamblaje del genoma de F. vesca, el gen clonado en F. x ananassa (FaCO), los 17 genes
de Arabidopsis asi como distintas secuencias de otras angiospermas ya descritas en la
bibliografia o predichas en distintas bases de datos para CONSTANS o CONSTANS-like. En
este arbol podemos observar que en el genoma de F. vesca existen representantes de los
tres grupos que conforman la familia COL en Arabidopsis. Ademas, podemos observar
como FaCoO (y Fvgene04172) se encuentra en el mismo clado que AtCO (Figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético generado a partir de las proteinas homélogas a la familia AtCOL en distintas especies. Puntos
verdes, proteinas de Arabidopsis. En rojo, proteinas homdlogas en Fragaria. En azul, proteinas homdlogas en Malus
doméstica. Celeste, proteinas homdlogas en Prunus persica. Rosa, proteinas homologas e Vitis vinifiera. Obtenido
mediante el programa Mega v5.1, 1000 réplicas Bootstrap, método Neighbor-joining. Se muestra solo topologia. AtSTO
usado como grupo externo. Niumeros de acceso en apéndice 1 Tabla S1.
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Para determinar la relacion evolutiva existente entre FaCO con otras proteinas de
angiospermas, se realizé un arbol filogenético usando Unicamente los miembros
pertenecientes al grupo I. En el arbol filogenético resultante se observa como FaCO se
localizé en el mismo clado que VvCO, StCO y PdCO1-2, todos ellos descritos en la
bibliografia como ortélogos a AtCO (Figura 9). La proteina mds cercana a FaCO fue la
predicha para el gen Fv04172-v1.0-hybrid de F. vesca, especie muy relacionada, y cuya
secuencia fue usada referencia en el disefio de los cebadores para el clonaje del gen FaCO

de F. x ananassa.
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Figura 9. Arbol filogenético a partir de las secuencias proteicas del Grupo | familia COL. Puntos verdes, proteinas en
Arabidopsis. En rojo, proteinas homdlogas de Fragaria. En azul, proteinas homdlogas en Malus doméstica. Celeste,
proteinas homologas Prunus persica. Rosa, proteinas homadlogas en Vitis vnifera. Obtenido mediante el programa Mega
v5.1, 1000 réplicas Bootstrap, método Neighbor-joining. NUmeros de acceso en apéndice 1 Tabla S1.
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3.1.2 Andlisis de la expresion de FaCO en distintos érganos.

Para  tener una  primera
aproximacion del papel que ejerce 151
CONSTANS en F. x ananassa, se analizo la
expresion relativa de FaCO en diferentes 10-
organos del cultivar ‘Chandler’ (Figura
10). Las muestras de ARN se extrajeron

de hojas, raiz y corona, en condiciones de

Expresion relativa

“Dia corto” (SD) y en flor cerrada, fruto
verde, fruto blanco y fruto rojo, durante

P . . o
la época productiva (primavera). Los ? RS

niveles de expresion mds altos se

encontraron en hoja, siendo menores en  Figura 10. Expresion relativa de FaCO en los distintos érganos
de ‘Chandler’ relativizados a la expresion en corona y
normalizados frente a la expresién de FGaGADPH. La barra de

también se expresé en niveles altos en los error representa la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas
independientes (n = 3).

corona y bajos en la raiz. El gen FaCO

organos reproductores, desde la flor y

disminuyendo su expresién conforme avanza la formacion y maduracién del fruto. La
elevada expresidon encontrada en hoja es consecuente con la bibliografia, ya que es en hoja
donde CONSTANS desarrolla su funcién en Arabidopsis como activador de la floracién en
condiciones inductoras de fotoperiodo. No olvidemos que ‘Chandler’ es un cultivar con

floracién estacional, cuya induccidn ocurre en condiciones de SD.
3.1.3 Control de la expresidn de FaCO por el ritmo circadiano.

En Arabidopsis y otras especies como Vitis vinifera el gen CO muestra un patrén de
expresion diario controlado por el ritmo circadiano (Suarez-Lépez et al., 2001; Almada et
al., 2009). Para determinar si el gen FaCO esta regulado de la misma manera, se analizé la
expresion mediante gRT-PCR en muestras de hoja tomadas cada cuatro horas, hasta
completar 24 horas (7 estaciones de muestreos). Los muestreos se llevaron a cabo en
condiciones de luz natural de SD (en otofio) y de LD (en verano). Ademas, fue repetido en
dos cultivares, con diferente comportamiento frente al fotoperiodo, como son ‘Chandler’

(floracién de SD) y ‘Selva’ (refloreciente o DN).

En la Figura 11 podemos observar como los niveles de expresion de FaCO fluctian
a lo largo del dia, disminuyendo su expresién durante el periodo de luz y aumentando en
el de oscuridad. Asi, los niveles mas altos de expresion se observaron en el alba, al finalizar
el periodo de oscuridad tanto en SD (Figura 11A) como LD (Figura 11B). Igualmente, en
ambos fotoperiodos, los niveles mas bajos de expresion se presentaron al final del periodo

de iluminacién recuperandose gradualmente la expresion durante el siguiente periodo de
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oscuridad. Ambos cultivares se comportaron de manera similar en ambos fotoperiodos
aunque el cultivar ‘Selva’ recuperd mas rapidamente que ‘Chandler’ la expresidon nocturna
de FaCO en SD. En vistas de los resultados obtenidos, podemos concluir que la expresién
de FaCoO se encuentra regulada de una manera clara por el ritmo circadiano. Sin embargo,
no existieron diferencias de expresion entre cultivares en LD, por lo que la diferencia en el
tipo de floracién entre un cultivar de SD y uno de dia neutro o refloreciente no parece
deberse a la actuacion de FaCO.
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Figura 11. Patron de expresion de FaCO a lo largo del dia en dos condiciones de fotoperiodo, SD (A) y LD (B).
Las muestras de hoja se tomaron cada cuatro horas, en tres réplicas biolégicas con al menos 3 plantas cada una. La barra
amarilla representa horas de luz y la negra oscuridad. El primer muestreo (Oh) se realizé al amanecer en ambos casos.
Expresidn relativizada independientemente para cada cultivar frente al muestreo trascurridas 8 horas y normalizados
frente a la expresidon de FaGADPH. Barra de error representa la desviacion estandar (n = 3).
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3.1.4 Diferencias de expresion de FaCO entre cultivares de fresa que difieren en el tipo

de floracion.

Con el objetivo de discernir si existen diferencias de expresién de FaCO entre
distintos cultivares de fresa, decidimos medir la expresién de FaCO en cuatro cultivares
diferentes. Dos de ellos se caracterizan por una floracién estacional de dia corto (‘Chandler’
y ‘Parker’) y los otros dos de dia neutro (‘Selva’ y ‘Fern’). Basandonos en los resultados
previos, realizados sobre varios drganos diferentes (Figura 10) y teniendo en cuenta que
los estudios se centran en la implicacion de FaCO sobre floracién, decidimos realizar las
mediciones de expresiéon mediante qRT-PCR Unicamente sobre hoja y corona. Los niveles
de expresion relativos de FaCO se cuantificaron tanto en condiciones de SD (representado
en negro) como en LD (representado en gris) en los cuatro cultivares estudiados (Figura
12). Los resultados obtenidos fueron muy variables entre los cuatro cultivares, no
observédndose patrones que pudieran distinguir las variedades de SD de las de LD. Asi, para
‘Parker’ y ‘Fern’, la expresién de FaCO fue mayor en hojas en SD que en LD aunque el
primero es un cultivar de SD y el segundo es de floracidn neutra. Debido a lo laborioso de
la separacién de los distintos érganos de la planta, como se explica en Material y Métodos
(apartado 2.2.2), el muestreo tuvo lugar a lo largo de una mafiana. Por tanto los resultados
obtenidos en este experimento estuvieron muy influenciados por el ritmo circadiano
observado claramente en la Figura 11, y que todavia no conociamos. Las diferencias de
expresion entre hoja y corona (en ambos fotoperiodos) fueron mayores en ‘Fern’ que en el
resto de cultivares, ya que este cultivar fue el primero que se muestred, cuando los niveles
de expresién en hoja son mas altos (Figura 11). El ultimo cultivar que se muestred fue
‘Selva’, cuando los niveles de expresidn estan en sus niveles minimos. En corona no se

obtuvieron diferencias de expresidn entre SD y LD en ninguno de los cultivares (Figura 12).
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Figura 12. Expresion relativa de FaCO bajo condiciones de fotoperiodo de SD (barra en negro) y LD (barra en gris), para
cuatro cultivares distintos: dos de dia corto (A) ‘Chandler’ y (B) ‘Parker’; y dos de dia neutro: (C) ‘Fern’
y (D) ‘Selva’. Expresion relativizada a CORONA-LD en todos los casos y datos normalizados a la expresion de FaGADPH. La
barra de error representa la desviacion estandar de al menos dos réplicas bioldgicas. Las letras representan las diferencias
observados mediante ANOVA de dos vias y Post-Hoc LSD de Fisher. Resultados del analisis estadistico en Apéndice 2
Tabla S4
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3.1.5 Andlisis de la sobre-expresion de FaCO en ‘Camarosa’.

Para tratar de conocer la funcién de FaCO en fresa se generaron, por transformacion
genética estable mediada por A. tumefaciens, plantas transgénicas de fresa (F. x ananassa
cv. Camarosa) que expresan este gen bajo el control de promotor constitutivo CaMV35S.
La construccion se llevé a cabo en el vector primario pBINPLUS con resistencia a Kanamicina
y se uso la cepa LBA4404 de A. tumefaciens. Tras la transformacién de unos 200 discos de
hoja y varios subcultivos en presencia del antibidtico, se obtuvo un elevado nimero de
lineas transformantes independientes. Las lineas fueron confirmadas mediante PCR sobre
ADN gendmico. De todos los transformantes obtenidos y confirmados, se escogieron diez
lineas y se las sometidé a un periodo de aclimatacion adecuado antes de pasarlas a tierra.

Una de las lineas transgénicas se perdié durante la aclimatacién por lo que solo 9
fueron finalmente establecidas en el invernadero, procediéndose a la evaluacion de los
niveles de sobre-expresion de FaCO que presentaba cada linea. El muestreo se realizé sobre
hojas tomadas a las 16:00 de la tarde, cuando los niveles de FaCO enddgeno son mas bajos.
En la Figural3A se representan los niveles de expresién mediante qRT-PCR de las nueve
lineas aclimatadas y 2 lineas control de transformacién (Pgus2 y Pgus3; 355:GUS). Las nueve
lineas transformantes presentaron niveles de expresién de FaCO superiores a los controles,
identificandose lineas con alta sobre-expresion (lineas 11, 13, 15 y 22) y otras con sobre-
expresion menos acusada aunque significativa (lineas 12, 14, 21, 40 y 42). Ademas, los

niveles de expresion de FaCO enddgeno en ambas lineas control fueron muy similares.
3.1.5.1 Evaluacion en el Primer afio (2014).

Al tratarse de lineas que provienen de un largo proceso de transformacién y
multiplicacién in vitro, su comportamiento puede ser muy variable y poco consistente
durante el primer afio de cultivo en maceta. Ademas, la regeneracién de las plantas
transgénicas y su cultivo in vitro se realiza en fotoperiodo de LD, lo que ocasiona que las
plantulas no hayan sufrido una induccion floral adecuada por SD. Por ello, durante el primer
afo se realizé un exhaustivo seguimiento, para escoger las lineas mas prometedoras para
su posterior estudio detallado durante un segundo ano. El seguimiento de las lineas
comenzé en enero y se extendid hasta inicios de septiembre del afio 2014. A lo largo de
esta campana se tomaron datos de inicio de floracion, para ver la precocidad de las lineas
y se contd el numero total de flores producidas por planta, para determinar si existia una
mayor induccién de meristemos florales. Ademas se evaluaron otros efectos fenotipicos
gue pudieran haber afectado el desarrollo de la planta como su vigor y tamafio de visu, asi
como la capacidad de produccion de estolones. Asi, se observd que todas las lineas
transformantes 355:FaCO (exceptuando la linea 14) presentaron un crecimiento vegetativo

sensiblemente inferior a las plantas control (Figura 13A tabla anexa y Figura 14). En
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general, las lineas transgénicas 35S:FaCO presentaron un tamano de hoja mas pequefio y
como consecuencia un tamafio de planta menor, tanto en altura como en didmetro (Figura
13A tabla anexa y Figura 14). Durante el periodo estival (LD), las lineas 22, 40 y 42 no
llegaron a estolonar y exceptuando a la linea 13, el resto generaron un nimero reducido
de estolones (Figura 13A tabla anexa). Aun teniendo un crecimiento vegetativo menor, la
mayoria de las lineas transgénicas florecieron antes que los controles, a excepcién de las
lineas 12 y 22 (Figura 13B). Como media, las plantas transgénicas florecieron ocho dias (o
17 dias si excluimos la linea 22) antes que los controles. Existiendo lineas que florecieron

incluso 37 dias antes: lineas 15 y 40.

Respecto al nimero total de flores producidas, la mayoria de las lineas transgénicas
produjeron un nimero similar de flores a la linea control Pgus2. Unicamente las lineas 14
y 40 produjeron un numero significativamente mayor que ambas lineas control. También
podemos observar como el nimero de flores durante el Ultimo mes de estudio apenas
cambia lo que sugiere que la sobre-expresion de FaCO no es suficiente para inducir

floracion en condiciones de LD (Figura 13C).

Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos durante el periodo de floracién, los
niveles de sobre-expresion y la capacidad para estolonar de cada linea (Figura 13 y Figura
14), se decidié multiplicar vegetativamente, mediante estolones, las lineas 11, 12, 13y 21
y proceder a su evaluacion en un segundo afio. Aunque existian lineas transgénicas con un
comportamiento en floracién mas prometedor, como la linea 40, su incapacidad para

estolonar hizo inviable su uso.
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Figura 13. A) Niveles de expresion de FaCO en las lineas transgénicas 355:FaCO, medidos por qRT-PCR. Barras en verde,
lineas seleccionadas para su estudio en una segunda campafia; barras en negro, lineas no seleccionadas y barras en rojo,
lineas control. En la tabla adjunta se esquematiza el vigor (cuantos mas guiones menor es el vigor) comparado con las
lineas control (++ normal) y la capacidad de estolonado observada en cada linea, en este caso el guion indica ausencia de
estolonado y las cruces mas, menor o igual capacidad de estolonado que los controles (++). (B) Nimero de dias hasta la
primera flor visible en cada linea transgénica y los controles, medidos desde la finalizacién de la aclimatacidn. La linea de
puntos representa la media de dias hasta el inicio de la floracién de las lineas control (63 dias). (C) Nimero de flores
producidas por cada linea desde el 1 de Enero hasta el 31 Agosto. La linea horizontal discontinua marca la media del
numero de flores producidas por los controles (48 flores).
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Figura 14. Fotos de algunas de la lineas transgénicas 355:FaCO y el control de transformacién Pgus2 (tomado como
referencia de las lineas control 355:GUS).
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3.1.5.2 Evaluacion en el Segundo afio (2015).

En el segundo afio de analisis se multiplicaron y cultivaron las cuatro lineas
35S:FaCo seleccionadas: linea 11, linea 12, linea 13 y linea 21 (ver apartado anterior). De
cada linea se evaluaron 9 plantas (réplicas bioldgicas) obtenidas por multiplicacion
vegetativa. Como controles se usaron 16 réplicas, 5 del control de Pgus3 y 11 de la linea
control Pgus2 (ambos controles de transformacién). Ya que no existieron diferencias
significativas entre los dos controles durante el primer afio, se trataron como un solo
control durante el segundo afio. Ademas, se usaron 9 plantas de ‘Camarosa’ (nombrada

‘Camarosa’ Wild type) que no habian sufrido el proceso de transformacién.

Durante la multiplicacion vegetativa de las lineas, en los meses de Agosto,
Septiembre y Octubre se produjo en el invernadero un brote importante de arafia blanca
(Steneotarsonemus pallidus Banks.) que afecto por igual a las madres y a los estolones de
las lineas transgénicas en evaluacion. Como consecuencia de ello, la mayoria de las réplicas
usadas durante esta segunda campaifia mostraban sintomas de la plaga. Al principio,
durante los meses de diciembre y enero, los sintomas eran evidentes, existiendo réplicas
muy afectadas. Conforme fue avanzando el estudio, gracias a los sucesivos tratamientos,
las plantas fueron mejorando paulatinamente, pero aun asi varias réplicas murieron o no
pudieron ser evaluadas correctamente. Concretamente en el caso de 355:FaCO la linea 21
fue la mas afectada, con unos sintomas muy acusados que afectaron gravemente a su
crecimiento, desarrollo y floracién, por lo que no serd tomada en cuenta en el andlisis de
los resultados. Ademas, la plaga mato tres plantas, dos de la linea 12 y una de la linea 13,

dejando al final 7 y 8 clones respectivamente.

El seguimiento de las lineas comenzd en diciembre de 2014 y se extendié hasta
inicios de septiembre del afio 2015. A lo largo de esta campafia se tomaron datos de inicio
de floracién, para ver la precocidad de las lineas y se contd el nimero total de flores
producidas por cada planta, para determinar si existia una mayor induccidon de meristemos
florales. Ademas se evaluaron otros efectos fenotipicos que pudieran afectar al desarrollo
de la planta como su vigor y tamafo de visu, asi como el inicio del estolonado. En este afio
solo la linea 13 mostré un adelanto significativo de la floracidn, llegando a florecer dos
meses antes (59 dias) que los controles de transformacion (Pgus 2+3), las otras dos lineas
evaluadas florecieron al mismo tiempo que los controles (Figura 15A). Una vez finalizada
la floracion, todas las plantas (transgénicas y controles) produjeron aproximadamente el
mismo numero de flores (Figura 15B). En cuanto al estolonado, las lineas 11 y 13 sufrieron
un ligero (pero significativo) adelanto, comparadas con las plantas control; mientras que la
linea 12 estolono al mismo tiempo que los controles (Figura 15C). Aun empezando a

estolonar antes, tanto la linea 11 como la 13, produjeron el mismo nimero de estolones
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que los controles (Figura 15D). Sin embargo, la linea 12, al igual que el primer afio (Figura

13A, tabla adjunta) produjo significativamente menos estolones que las plantas control.

Al comparar los datos de 2015 con los de 2014, observamos que la linea 13 fue la
que floreci6 mas temprano de las 3 lineas transgénicas en ambos afios. También
observamos algunas diferencias en el comportamiento de las lineas entre los dos afios. Por
ejemplo, la linea 11 florecié aproximadamente 15 dias antes y la linea 12 sufrié un retraso
de al menos 20 dias el afio anterior (Figura 13B), no encontrandose diferencias en 2015.
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Figura 15. (A) Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas 355:FaCO (columnas en verde) comparado
con las lineas control (en rojo). (B) Numero de flores producidas por cada linea desde el 1 de diciembre hasta el 3 de
septiembre. (C) NUmero de dias trascurridos hasta la aparicion del primer estolén. (D) Nimero de estolones producidos
por cada linea durante el periodo de estolonado evaluado. Los asteriscos representan diferencias significativas entre
Pgus2+3 y lineas transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett.
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3.2.5.3 Evaluacion en el Tercer aiio (2016).

Durante el verano las lineas transgénicas fueron de nuevo multiplicadas mediante
estolones para su evaluacidon durante un tercer afio. De la linea 11 se han evaluado diez
réplicas (plantas) mientras que de las lineas 12 y 13 se han evaluado nueve réplicas, del
control de transformacion Pgus2+3 se han evaluado 20 réplicas y del control de ‘Camarosa’
otras 22 plantas. Al igual que en el ano anterior, la evaluacidn de las lineas comenzé en

Diciembre.

En la Figura 16 se puede observar como todas las lineas transgénicas sufren un
retraso en la floracién durante este tercer afo, siendo significativo en el caso de la linea 12.
Ni siquiera la linea 13, la cual adelanto su floracién casi dos meses el ano anterior, ha
florecido antes que los controles. La principal diferencia existente es que en esta ultima

temporada, las lineas control han florecido mucho antes que el afio anterior (37 dias).
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Figura 16. Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracion en las lineas
35S:FaCo (columnas en verde) comparado con las lineas control (en rojo).
Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 y lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA
Post-Hoc de Dunnett.
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3.2 Caracterizacion del gen FLOWERING LOCUS D (FD) en Fragaria x ananassa.
3.2.1 Identificacion de genes con homologia a AtFD en fresa

El gen FLOWERING LOCUS T (AtFT) de Arabidopsis codifica para una proteina que
actla como activador de la floracidn, sirviendo como nexo de unién de varias rutas
reguladoras de la misma. Se transcribe en las hojas y viaja por el floema hasta el meristemo,
donde interacciona proteina a proteina con FLOWERING LOCUS D (FD), un factor de
transcripcion bZIP. En Arabidopsis, el complejo FT/FD activa la expresidn de genes como
AP1 produciéndose la induccién floral (Abe et al., 2005, Wigge et al., 2005). Debido a que
no existen estudios previos sobre FD en la fresa, decidimos comprobar si el genoma de
F. x ananassa presentaba genes homoélogos vy si la funcidon de FaFD seria la misma. Una
busqueda bibliografica previa sobre genes homadlogos en otras especies mostré que es un
gen poco estudiado y del que se conoce relativamente poco en otras especies aparte de
Arabidopsis. Aun asi, Mouhu et al. (2009) identificaron un EST (niUmero de acceso NCBI:
EX675574) encontrado en la base de datos de rosaceas (GDR;
http://www.bioinfo.wsu.edu/gdr) proveniente de F. vesca cv. Hawaii-4 al que nombraron
como FvFD, ortélogo por tanto al FD de Arabidopsis. Basandonos en la secuencia de este
EST, se disefiaron cebadores para clonar y secuenciar el gen en F. x ananassa cv. Selva. Al
encontrarse la expresion de este gen restringida a las células que conforman el SAM (Wigge
et al., 2005) se usé cDNA obtenido a partir de ARN de la corona. El gen aislado de la fresa
cultivada, que nombramos como FaFD2 (ver mds adelante), contiene un ORF de 651 bp que
tiene capacidad de codificar para una proteina de 216 aa, con un peso tedrico de 23,38 KDa
y un Pl deducido de 10,36. Entre la secuencia de EST de F. vesca y el gen clonado de
F. x ananassa existen Unicamente diez SNPs. Estos SNPs no se traducen en cambios
importantes en la proteina, ya que los cambios se producen entre aminoacidos

pertenecientes al mismo grupo quimico.

Una busqueda de secuencias homdlogas mediante BlastN usando el gen FaFD2 de
F. x ananassa sobre el genoma de F. vesca (Shulaev et al., 2011) identificé tres predicciones
génicas con homologia a FaFD2: gene08566-v1.0-hybrid, genel4556-v1.0-hybrid vy
genel1837-v1.0-hybrid, siendo el EST de ‘Hawaii-4’ usado previamente 99% idéntico al
gene08566-v1.0-hybrid. En un arbol filogenético usando algunas secuencias proteicas
descritas en Arabidopsis pertenecientes la familia de TF bZIP y englobadas en el mismo
grupo que AtFD por Jacoby et al.(2002), como por ejemplo: AtDPBF4, AtABF1, AtABI5, etc.
(todas ellas relacionadas con el metabolismo del acido abcisico), asi como proteinas
homologas descritas en otras especies y las secuencias predichas en el genoma de F. vesca;
FaFD2 se agrupd junto con la secuencia correspondiente al gen gene08566-v1.0-hybrid de

F. vesca, tal como era esperable. Aunque FaFD2 y el gen gene08566-v1.0-hybrid se
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agruparon en un cluster junto a AtFD y otras proteinas FD descritas en la bibliografia, como
son SISPTG, PtFD y VVFD, el gen de F. vesca genel4556-v1.0-hybrid resulto mas cercano a
AtFD (Figura 17). A pesar de encontrarse en el mismo cluster, los porcentajes se similitud
entre las secuencias son muy bajos. Por ejemplo, FaFD2 presentd un 40% de similitud con
AtFD y solo un 38% con la prediccidn proteica de F. vesca genel4556-v1.0-hybrid, Malus
domestica (Md169473) o Prunus pérsica (Ppe018386). Un poco mayor fue el porcentaje de
similitud entre la prediccidn proteica del F. vesca gene14556-v1.0-hybrid y AtFD, que fue
del 47%. En general, estos porcentajes son bastante bajos, incluso entre las dos proteinas
pardlogas de Arabidopsis (AtFD y AtFDP), que presentan un porcentaje de similitud del
67,5%.

Un alineamiento de la proteina FaFD2 junto con proteinas homologas de
Arabidopsis, Vitis vinifera, Populus trichocarpa, Solanum lycopersicum y las dos proteinas
predichas en el genoma de F. vesca, mostré que FaFD2 conserva el dominio bZiP propio de
esta familia de factores de transcripcién. El dominio bZIP es basico en el reconocimiento y
unién a secuencias de ADN, asi como necesario en la interaccién proteina-proteina (Jacoby
etal., 2002). Ademads del dominio bZIP, en las proteinas FD-like encontramos tres motivos
gue suelen estar muy conservados. El primero se encuentra en el extremo N-terminal y se
le suele nombrar como motivo A [(M/V)EEVWKDINLSSLHD]. El segundo motivo se le llama
SLS y se encuentra en mitad de la proteina [T(A/V)LSLN]. Por ultimo, en el extremo C-
terminal se localiza un motivo muy importante en la interaccién con FT, el motivo SAP
[(S/T)LXRX(S/T)(A/T)(P/Q)F] (Tsuji et al., 2013; Jacoby et al., 2002). Sin embargo, FaFD2,
presentd una serie de diferencias en estos motivos con otras proteinas FD caracterizadas.
La secuencia de FaFD2 presenta tres aa de diferencia en el motivo A y SLS, aunque los
cambios se producen entre aa del mismo grupo quimico (Figura 18). Ademas, carece de los
dos ultimos aminodcidos en el extremo 3’ y un cambio de alanina por metionina (justo al
final), sin embargo, estos cambios no afectan al aa clave en el motivo, la serina o treonina
situada antes de la metionina final, cuya fosforilacion es necesaria para la unién a FT (Tsuji
et al., 2013; Abe et al., 2005). Como podemos ver en la Figura 18 esta serina o treonina
estd conservada en FaFD2, en AtFD y el resto de proteinas homodlogas. También se
observaron diferencias significativas con Fvgene14556-v1.0-hybrid, como dos aminodcidos
adicionales en el extremo 5’ o una delecion de doce aminodacidos que solo esta presente
en la secuencia de Fvgenel4556-v1.0-hybrid. La proteina FaFD2 y su ortélogo en F. vesca
(la proteina deducida de Fvgene08566-v1.0-hybrid) presentan una delecion mayor (16 aa,
sobre la posicion 130) no presente en el resto de secuencias (Figura 18). Por tanto,
basdandonos en la secuencia proteica y las relaciones evolutivas observadas en el arbol
filogenético podemos concluir que hemos clonado un gen con similitud a AtFD, en cuanto

a secuencia y emparentado filogenéticamente, pero que existe otro gen mas parecido
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(Fvgenel4556-v1.0-hybrid) en el genoma de F. vesca. Por ello, al gen clonado en el ‘Selva’

de F. x ananassa lo hemos nombrado como FaFD2.
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Figura 17. Arbol filogenético usando las secuencias proteicas homélogas a AtFD. Puntos verdes, proteinas de
Arabidopsis. En rojo, proteinas homdélogas de Fragaria. En azul, proteinas homdlogas de Malus doméstica. Celeste,
proteinas homologas de Prunus persica. Rosa, proteinas homodlogas en Vitis vinifera. Obtenido mediante el programa
Mega v5.1, 1000 réplicas Bootstrap, método Neighbor-joining. Nimeros de acceso en apéndice 1 Tabla S2.
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3.2.2 Andlisis de la expresion de FaFD y FaD2 en diferentes drganos.

Ya que el genel14556-v1.0-hybrid presenté un porcentaje de similitud mayor que
FaFD2 (y su ortélogo en F. vesca gene08566-v1.0-hybrid) con AtFD de Arabidopsis (47
frente a 40 %) y se clasificé mas cerca que FaFD2 en el mismo cluster que AtFD, es probable
que FaFD2 no sea del gen ortélogo a AtFD. Por este motivo decidimos cuantificar la
expresion génica de ambos genes, FaFD y FaFD2, en F. x ananassa. Para ello, se disefiaron
cebadores especificos para cada uno de ellos y se cuantificé su expresion mediante qRT-
PCR. Las muestras de ARN se extrajeron de hojas, raiz y corona, en condiciones de “Dia
corto” (SD) y en flor cerrada, fruto verde, fruto blanco y fruto rojo, durante la época
productiva (primavera); todas ellas sobre el cultivar ‘Chandler’. Al medir la expresion
relativa de ambos genes se obtuvieron perfiles de expresion muy diferentes (Figura 19). El
gen FaFD se expresa preferentemente en corona, con una baja expresion tanto en flor
como fruto. La expresion en hoja y raiz fue inexistente (Figura 19A). Sin embargo, FaFD2 se
expresa algo mds en hoja que en raiz y corona, siendo las expresiones muy similares entre

si (Figura 19B). La expresion en flores y frutos, aunque presente, fue muy baja.

Las diferencias de expresion existentes entre ambos genes, sugieren que las
funciones de FaFD2 pueden ser diferentes y/o complementarias a las funciones conocidas

de FD en Arabidopsis, cuya expresion esta localizada principalmente en el meristemo.
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Figura 19. Expresion relativa de (A) FaFD y (B) FaFD2 en los distintos 6rganos de ‘Chandler’. Relativizados a la expresiéon
en corona y normalizados frente a la expresion de FGGADPH. La barra de error representa la desviacién estandar de tres
réplicas bioldgicas independientes (n = 3).
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3.2.3 Diferencias de expresion de FaFD2 entre cultivares de fresa que difieren en el tipo
de floracion.

Al medir la expresion de los genes FaFD y FaFD2, en cuatro cultivares distintos y en
dos condiciones de iluminacidn diferentes, como son SD y LD, al igual que en el estudio
previo por tejidos se observaron sensibles diferencias entre ambos genes (Figura 20). Para
FaFD, las mediciones se realizaron sobre la corona, ya que es en el Unico tejido donde
encontramos una expresion significativa. Se observaron diferencias de expresién en los
cultivares de DN ‘Selva’ y ‘Fern’, en los que la expresién de FaFD en SD fue
significativamente mayor que en LD, permaneciendo sin diferencias en los cultivares de SD.
La disminucidén en el nivel de expresién en LD con respecto a SD en los cultivares de dia
neutro fue de un 30% y un 27% para ‘Fern’ y ‘Selva’, respectivamente. Aunque estas

diferencias no son muy elevadas, fueron significativas (Figura 20).
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Figura 20. Expresion relativa de FaFD bajo condiciones de fotoperiodo de SD (barra en negro) y LD (barra en gris), para
cuatro cultivares distintos: dos de dia corto (A) ‘Chandler’ y (B) ‘Parker’; y dos de dia neutro: (C) ‘Fern’
y (D) ‘Selva’. Expresion relativizada a CORONA-LD en todos los casos y datos normalizados a la expresion de FaGADPH. La
barra de error representa la desviacidn estandar de tres réplicas bioldgicas (n = 3). Los asteriscos representan diferencias
significativas entre SD y LD; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. T-test de Welch.
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Los niveles de expresién de FaFD2 en hoja y corona, en condiciones de SD, fueron
significativamente mas elevados que los obtenidos en los mismos tejidos bajo condiciones
de LD (Figura 21). Las cuatro variedades se comportaron de igual forma en estos tejidos,
por lo que no existieron diferencias significativas entre los cultivares con floracién neutra
o estacional, lo que sugiere que la variacién natural observada en este caracter en las
accesiones con distinto comportamiento frente al fotoperiodo no se debe a una expresién
diferencial de este gen.
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Figura 21. Expresion relativa de FaFD2 bajo condiciones de fotoperiodo de SD (barra en negro) y LD (barra en gris), para
cuatro cultivares distintos: dos de dia corto (A) ‘Chandler’ y (B) ‘Parker’; y dos de dia neutro: (C) ‘Fern’
y (D) ‘Selva’. Expresion relativizada a CORONA-LD en todos los casos y datos normalizados a la expresién de FaGADPH. La
barra de error representa la desviacion estandar de al menos dos réplicas bioldgicas. Las letras representan las diferencias
observados mediante ANOVA de dos vias y Post-Hoc LSD de Fisher. Resultados del andlisis estadistico en Apéndice 2
Tabla S5.

3.2.4 Anailisis de la expresion de FaFD2 durante el ciclo dia/noche.

La expresién de FaFD2 en hoja fue importante, siendo mayor en condiciones de SD
gue en LD en todos los cultivares analizados. Algunos de los genes implicados en el control
de la floracién, sufren cambios ritmicos de expresién, debidos al ritmo circadiano de
luz/oscuridad, como el gen CO en Arabidopsis y Vitis vinifera (Suarez-Lépez et al., 2001;
Almada et al., 2009) o en la fresa cultivada (Figura 11). Por ello decidimos monitorizar la

expresion de FaFD2 a lo largo de todo un dia, tanto en condiciones de SD como LD en dos
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cultivares con distinto comportamiento frente al fotoperiodo: ‘Chandler’ (floraciéon

estacional o de SD) y ‘Selva’ (floracidn neutra o re-floreciente).

En fotoperiodo de LD, el comportamiento y los perfiles de expresidon en ambas
variedades fueron prdacticamente idénticos (Figura 22B). En SD por el contrario, mientras
‘Chandler’ siguié un perfil de expresion parecido al de LD, el cultivar Selva mantuvo un
mismo nivel de expresidn a lo largo del dia (Figura 22A). En general, las diferencias de
expresion entre las distintas horas del dia fueron modestas en todos los casos (< del doble)

por lo que parece que este gen no sufre un importante control circadiano en su expresion.
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Figura 22. Patron de expresion de FaFD2 a lo largo del dia en dos condiciones de fotoperiodo SD (A) y LD (B).
Las muestras de hoja se tomaron cada cuatro horas, en tres réplicas bioldgicas con al menos 3 plantas cada una. La barra
amarilla representa horas de luz y la negra oscuridad. El primer muestreo (0 h) se realizé al amanecer en ambos casos.
Expresidn relativizada independientemente para cada cultivar frente al muestreo trascurridas 4 horas y normalizados
frente a la expresién de FaGADPH. La barra de error representa la desviacidn estandar (n = 3).
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3.2.5 Andlisis de la sobre-expresion de FaFD2 en ‘Camarosa’.

Con el objetivo de conocer el papel que FaFD2 pudiera tener en el control de la
floracion se generaron plantas transgénicas de fresa (F. x ananassa cv. Camarosa) mediante
transformacién estable mediada por A. tumefaciens. El gen FaFD2 se expresé bajo el
control del promotor constitutivo CaMV35S. La construccion se llevé a cabo en el vector
primario pBINPLUS con resistencia a Kanamicina y se usd la cepa LBA4404 de A.
tumefaciens. Tras la transformaciéon de unos 200 discos de hoja y varios subcultivos en
presencia del antibidtico, se obtuvo un elevado numero de lineas transformantes
independientes. Cada linea fue confirmada como transgénica mediante PCR sobre ADN
gendmico. De todos los transformantes obtenidos y confirmados se escogieron diez lineas

y se las sometid a un periodo de aclimataciéon adecuado antes de pasarlas a tierra.

Una vez establecidas las lineas en el invernadero, se procedié a evaluar los niveles
de sobre-expresion de FaFD2 que presentaba cada linea. El muestreo se realizé sobre hoja
tomada a las 12:00 de la mafiana; recordemos que este gen no ve modificados
significativamente sus niveles de expresiéon a lo largo del dia. En la Figura 23A se
representan los niveles de expresién de FaFD2 mediante gRT-PCR en las diez lineas
aclimatadas frente a las dos lineas control, Pgus2 y Pgus3 (355:GUS). Las diez lineas
transformantes presentaron niveles de FaFD2 muy superiores, con expresiones mas de 200
veces superiores a los controles en la mayoria de las lineas. La linea 13 fue la que presentd
una menor expresion relativa de FaFD2, comparadas con el control, pero aun asi fue 25

veces superior a este.
3.2.5.1 Evaluacion en el Primer afio (2014).

Al tratarse de lineas que provienen de un largo proceso de transformacién y
multiplicacién in vitro se procedié a evaluar los mismos caracteres que en la transformacion
anterior (ver apartado 3.1.5.1) con el objetivo de seleccionar las lineas con caracteristicas

mas similares.

Durante el primer afo de evaluaciéon de las lineas 355:FaFD2 no se observaron
diferencias de crecimiento vegetativo mensurables con respecto a las lineas control. Todas
las lineas presentaron un crecimiento normal y estolonaron de manera eficiente (Figura
24). A excepcion de la linea 14, todas lineas 35S:FaFD2 florecieron antes que las lineas
control (Figura 23B). En particular, las lineas 18 y 25 fueron extremadamente precoces,
floreciendo 47 dias antes que los controles. En general, las lineas transgénicas 35S:FaFD2
florecieron una media de 21 dias antes que los controles. Si descartamos la linea 14, que
florecié sensiblemente mas tarde, las demas lineas transformantes florecieron 35 dias

antes como media.
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Respecto al numero total de flores producidas por las lineas transgénicas, la mayoria
de ellas generaron un nimero similar de flores que la linea control Pgus2. Unicamente las
lineas 3 y 23 produjeron un nimero sensiblemente mayor que los controles. También
podemos observar como el nimero de flores durante el mes de Agosto apenas vario (Figura
23C).
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Figura 23. (A) Niveles de expresion de FaFD2 en hoja en las lineas transgénicas 35S:FaFD2 en comparacién con los
controles, medidos mediante gRT-PCR. Barras en verde, lineas seleccionadas; barras en negro, lineas no seleccionadas y
barras en rojo, lineas control. (B) Dias hasta la primera flor visible de cada linea transgénica y los controles, medidos
desde la finalizacion de la aclimatacién. La linea de puntos representa la media de dias hasta el inicio de la floracién en
las lineas control (63 dias). (C) Numero de flores producidas por cada linea desde el 1 de Enero hasta el 31 Agosto. La
linea de puntos representa la media del nimero de flores producidas por los controles (48 flores).

Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos durante la evaluacion del periodo de
floracién, los niveles de sobre-expresién y su capacidad de estolonado, se decidid
multiplicar vegetativamente las lineas 3, 12, 18 y 25 para proceder a un segundo aio de

evaluacion fenotipica.
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FaFD2-12

¥ 5

Figura 24. Fotos representativas de las lineas transgénicas 355:FaFD2 en comparacion con el control de transformacion
Pgus2 (tomado como referencia de las lineas control 355:GUS).
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3.2.5.2 Evaluacion en el Segundo afio (2015).

En este segundo afio de analisis se usaron cuatro lineas 355:FaFD2: linea 3, linea 12,
linea 18 y linea 25 (ver apartado anterior). De cada linea se evaluaron 9 plantas (réplicas
bioldgicas) obtenidas por multiplicacion vegetativa a partir de estolones. Como controles
se usaron 16 réplicas, 5 del control de Pgus3 y 11 réplicas de la linea control Pgus2 (ambos
controles de transformacion 35S5:GUS). Ademads se usaron 9 réplicas de ‘Camarosa’
(nombrada ‘Camarosa’ Wild type) que no sufrieron el proceso de transformacién.

Durante la multiplicacién vegetativa de las lineas, en los meses de Septiembre y
Octubre, se produjo en el invernadero un brote importante de arafia blanca
(Steneotarsonemus pallidus Banks.). Las lineas transgénicas 35S:FaFD2 fueron las menos
afectadas por la plaga, con interferencias Unicamente al inicio y recobrandose antes de los
efectos adversos de la plaga. No se llegé a perder ninguna réplica y todas las lineas pudieron

ser evaluadas.

El seguimiento de las lineas comenzd en diciembre de 2014 y se extendié hasta
inicios de septiembre del aio 2015. A lo largo de esta campafia se tomaron datos de inicio
de floracién, para ver la precocidad de las lineas y se contd el nimero total de flores
producidas por cada planta, para determinar si existe una mayor induccién de meristemos
florales. Ademads se evaluaron otros efectos fenotipicos que pudieran afectar al desarrollo
de la planta como su vigor y tamafio de visu, asi como el inicio del estolonado. En la Figura
25A se representan los resultados obtenidos para el inicio de la floracion. Dos lineas
sufrieron un adelanto de la floracion mientras que en otras dos no se observaron
diferencias con el control de transformacién (Pgus 2+3). El adelanto en la floracién de las
lineas 3 y 18 fue bastante importante, 49 y 68 dias respectivamente. Se da la circunstancia
qgue la linea 18, ha sido la linea mas precoz en ambos afios de evaluacion, de todas las
transformaciones. Al igual que en el caso de la transformacién 35S:FaCO, no existieron
diferencias significativas en el nimero de flores producidas (Figura 25B), ni en la fecha de
inicio del estolonado (Figura 25C) ni en el nimero de estolones producidos por las lineas

transgénicas (Figura 25D).

En la temporada anterior las cuatro lineas 35S:FaFD2 evaluadas sufrieron un
adelanto en su floracion (Figura 23B), sin embargo en este segundo afio las lineas 12 y 25
no adelantaron su floracién. Es llamativo el comportamiento de la linea 25, que fue

bastante precoz el aiio anterior, no encontrandose diferencias significativas este afio.
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Figura 25. (A) Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracion en las lineas 355:FaFD2 (columnas en verde) comparado
con las lineas control (en rojo). (B) Numero de flores producidas por cada linea desde el 1 de diciembre hasta el 3 de
septiembre. (C) NUmero de dias trascurridos hasta la aparicion del primer estolon. (D) Nimero de estolones producidos
por cada linea durante el estolonado. Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 y las lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett.
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3.2.5.3 Evaluacion en el Tercer afio (2016).

Durante el verano las lineas transgénicas fueron multiplicadas de nuevo mediante
estolones para su evaluacién durante un tercer afio. De las tres lineas se han evaluado
nueve plantas, del control de transformacién Pgus2+3 se han evaluado 20 plantas y del
control de ‘Camarosa’ Wild type otras 22. Aunque la transformacién 35S:FaFD2 se vio
menos afectada que las otras por la plaga de arafa blanca, la linea 12 sufrid bastante
durante el verano y no pudo ser multiplicada para su evaluacién durante este tercer aino.

Al igual que en el afio anterior, la evaluacion de las lineas comenzé en Diciembre.

Al igual que ocurre con la transformacién 355:FaCO todas las lineas sufrieron un
retraso en su floracidn con respecto a los controles, siendo significativo este en el caso de
la linea 3 (Figura 26). Tanto la linea 3 como la 18, vieron adelantada su floracién el afio
anterior, floreciendo 49 y 23 dias (respectivamente) después de su plantacién en macetas.
Este afio, ambas lineas han sufrido un retraso de 30 dias con respecto al anterior, eso unido
al adelanto de 37 dias sufrido por las lineas Pgus2+3 hace que los resultados no se repitan
en este tercer afio. Durante esta campaiia, pese a los intentos por erradicar la arafia blanca,
la linea 18 se ha visto bastante afectada, lo que puede haberla debilitado y por tanto
retrasado su floracién, ya que durante los dos afos anteriores se habia comportado como

la linea con una floracién mas precoz entre todas las lineas que componen el experimento.

Inicio de Floracion

10019

**

N° Dias hasta floracion
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> ) 2 2 > Q
\/\ '\Q '\Q qo 'b'é\ '\A
A% N Q o . \b
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Figura 26. Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas
35S:FaFD2 (columnas en verde) comparado con las lineas control (en rojo).
Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 y lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA
Post-Hoc de Dunnett.
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3.3 Caracterizacion de genes de la subfamilia de factores de transcripcion MADS

tipo MICK® en Fragaria x ananassa

En Arabidopsis los genes MICK y en concreto los MICK® tienen funciones muy
diversas, interviniendo en procesos tan dispares como el desarrollo de la raiz (Tapia-Lopez
et al., 2008), la semilla (kohler et al., 2005) y el endospermo (Bemer et al., 2008). Actuan
como reguladores de ciclo celular y el destino meristematico (Gu et al., 1998; Ferrandiz et
al., 2000; Melzer et al., 2008). Algunos son genes homedticos, integrantes del Modelo
ABCDE responsables del desarrollo y formacion de los érganos florales (Yanofsky et al.,
1990; Jack et al., 1992; Mandel y Yanofsky, 1998; Ditta et al., 2004). Por ultimo, existen
algunos que intervienen en la induccidn e inicio de la floracion (Adamczyk et al., 2007; Han
et al., 2008). Dentro de este grupo se encuentran SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS1 (SOC1; Lee y Lee, 2010; Moreno-Risuefio et al., 2010) y AGAMOUS LIKE 6
(AGL6; Koo et al., 2010; Yoo et al., 2011), en los que nos hemos centrado para este estudio
en fresa. Con el objetivo de dilucidar su papel en la floracién de la fresa y usando los genes
ya descritos de Arabidopsis, buscamos los genes homélogos, mediante BLASTN, usando el
genoma de F. vesca (Shulaev et al., 2011) y bases de datos para otras especies como
manzana (Yao et al., 1999; Sung et al., 1999), melocotdn (Tani et al., 2009) o uva (Diaz-
Riquelme et al., 2008). El arbol filogenético de la Figura 27 muestra las relaciones evolutivas
existentes entre las proteinas MICK® descritas en Arabidopsis y sus respectivas homdlogas
en otras especies, centrandonos en las subfamilias implicadas en el inicio de la floracién
y/o el desarrollo floral ya que los genes pertenecientes al grupo MICKC se dividen a su vez
en varias subfamilias (Smaczniak et al., 2012). En el genoma de F. vesca se encontraron 26
genes ortdlogos pertenecientes a todas las subfamilias de genes MICKS, excepto en la
subfamilia FLC.
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Figura 27. Arbol filogenético de factores de transcripcion MADS tipo MICKC relacionados con floracién. Puntos verdes, proteinas
de Arabidopsis. En rojo, proteinas homdlogas de Fragaria. En azul, proteinas homélogas en Malus doméstica. Celeste, proteinas
homodlogas Prunus. Rosa, proteinas homalogas de Vitis vinifera. AtAGL94 usado como grupo externo. Obtenido mediante Neighbor-
joining en el programa Mega 5, 1000 réplicas Bootstrap, se muestra Unicamente la topologia. NUmeros de acceso en apéndice 1

Tabla S3.
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3.3.1. Caracterizacion de SUPPRESSOR OF THE OVEREXPRESSION OF CONSTANS1

(FaSOC1) en Fragaria x ananassa.
3.3.1.1 Identificacién del ortélogo de SOC1 en la fresa cultivada.

Al realizar una busqueda mediante BLASTN usando la secuencia de SOCI de
Arabidopsis sobre el genoma de F. vesca (Shulaev et al., 2011) y las bases de datos del NCBI
identificamos cuatro secuencias con similitudes a AtSOCI1. Dos de ellas se tratan de
predicciones sobre la secuenciacién del genoma de F. vesca (gene19425-v1.0-hybrid y
genel3354-v1.0-hybrid) las otras dos se tratan de secuencias nucleotidicas remitidas al
NCBI, FvSOCla (NCBI ID: FJ531999; Mouhu et al., 2009) y FvSOC1b (NCBI ID: JF806634).
Basandonos en los porcentajes de similitud que presentan entre si (superiores al 98%) las
secuencias genel9425-v1.0-hybrid, FvSOCla y FvSOC1b, se debe tratar de alelos de un
mismo gen. Estos a su vez presentan un porcentaje de similitud significativamente mas bajo
(del 58,8%) con respecto al gen genel13354-v1.0-hybrid. AtSOC1 presenta porcentajes de
similitudes sensiblemente diferentes, 66,7% frente al genel9425 y 57% frente al
genel3354. A la vista de estos porcentajes de similitud, se decidié realizar el clonaje sobre
la secuencia con mayor similitud a AtSOC1, el gen genel19425-v1.0-hybrid (ver Material y
Métodos, apartado 2.3 Tabla 5).

El Clonaje se realizé sobre el cultivar de dia neutro ‘Selva’. Se obtuvo un ORF de 648
bp, que codificaria para una proteina de 215 aa, con un peso tedrico de 25,02 KDa y un Pl
deducido de 8,48. FaSOC1 presenta un porcentaje de similitud del 99 % con su homdlogo
en F. vesca, FvSOCl1a (NCBI ID: FJ531999; Mouhu et al., 2009). Los porcentajes de identidad
con otras especies de la familia rosaceas fueron elevados: 79y 77 % con Prunus armeniaca
y Malus domestica, respectivamente, presentando similares resultados con Vitis vinifiera
(72 %), Populus tremuloides (74 %) y Arabidopsis (67 %). Con el fin de investigar las
relaciones evolutivas existentes entre FaSOC1 y otras proteinas homdlogas se realizé un
arbol filogenético (Figura 28). Las proteinas SOC1 formaron clados distintos segun
provengan de especies monocotileddneas o dicotiledéneas. Como era esperable, FaSOC1
se localizé en el clado de las dicotileddneas, junto con sus ortélogos dentro de la familia de
las Rosaceae. En el alineamiento multiple de FaSOC1 con otras proteinas homdlogas se
puede observar una alta conservacion de los dominios MADS y Keratin-like (Figura 29). A
su vez se puede observar un dominio Intervening menos conservado y un dominio C-
terminal mas variable entre especies. Aun asi, en el extremo 3’ nos encontramos un
dominio especifico de SOC1, compuesto por once aminoacidos conservados en su totalidad
en las secuencias del genero Fragaria. Ademas, sobre la secuencia encontramos
conservados residuos relacionados con la localizacién celular, fosforilaciéon y glucosilacién

de la proteina (Lei et al., 2013) (Figura 29). Estos resultados indican que FaSOC1 es un
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integrante de la familia MICK® y que posiblemente se trata del gen ortdélogo a AtSOC1 en la

especie F. x ananassa.
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Figura 28. Arbol filogenético de proteinas pertenecientes a la subfamilia MICKS de SOC1. En verde, proteinas de
Arabidopsis. En rojo, proteinas homdlogas de Fragaria. En azul, proteinas homdlogas de Malus doméstica. Celeste,
proteinas homdlogas en Prunus. Rosa, proteinas homdlogas en Vitis vinifera. Obtenido mediante el método neighbor-
joining en el programa Mega v5.1, 1000 réplicas Bootstrap. Numeros de acceso en apéndice 1 Tabla S3.
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3.3.1.2 Diferencias en la expresion de FaSOC1 entre distintos 6rganos.

Para determinar el papel que
ejerce FaSOC1 en la fresa cultivada, se 37
analizd su expresion en diferentes
organos del cultivar ‘Chandler’ (Figura
30). Las muestras de ARN se extrajeron
de hojas, raiz y corona, en condiciones de

SD y en flor cerrada, fruto verde, blanco

Expresion relativa

y rojo, durante la primavera. Los niveles

mas altos de expresion se detectaron en
, . . . [e)
raiz y hoja, siendo aproximadamente la RS R SR A AN <

mitad en la corona. En drganos <

reproductores, los niveles mas altos de y . -
Figura 30. Expresion relativa de FaSOC1 en los distintos

expresion se localizaron en la flor, y érganos de ‘Chandler’. Relativizados a la expresion en corona
L. y normalizados frente a la expresién de FaGADPH. La barra de
disminuyendo conforme avanza la  gor representa la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas

formacién y maduracién del fruto. La ndependientes(n=3).

elevada expresion obtenida en hoja y raiz, nos indica que FaSOC1 podria realizar en fresa
otras funciones (o funciones complementarias) a las que realiza en Arabidopsis. Durante la
realizacion de esta tesis, el gen FYSOC1 de F. vesca ha sido caracterizado por el grupo del
Dr. T. Hyténen y han comprobado que a diferencia de AtSOC1, FvSOC1 promueve el
crecimiento vegetativo y reprime la floracion en esta especie (Mouhu et al., 2013). Seria de
esperar que en F. x ananassa realizara funciones parecidas, dado el grado de parentesco

tan alto entre ambas especies.

3.3.1.3 Diferencias de expresidon de FaSOC1 entre cultivares de fresa que difieren en el

tipo de floracién.

Con el objetivo de discernir si existen diferencias de expresion de FaSOC1 entre
distintos cultivares, se midieron los niveles de expresion en los cuatro cultivares analizados
previamente para los genes FaCO y FaFD2, con floracién estacional de dia corto en
‘Chandler’ y ‘Parker’, y de dia neutro en ‘Selva’ y ‘Fern’. La expresion de FaSOC1 se analizé
tanto en condiciones de SD como de LD. Basandonos en los resultados previos (Figura 30),
los niveles de expresidn se estimaron mediante gRT-PCR en hoja, corona y raiz, aunque los
tejidos implicados en la induccién de la floracién sean principalmente las hojas y los

meristemos.
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En la Figura 31 se representan los niveles de expresion relativos de FaSOCI1
obtenidos en condiciones SD (en negro) y LD (representado en gris), en los cuatro cultivares
en estudio. Como podemos observar la expresion de FaSOC1 fue siempre
significativamente mayor en condiciones de LD en todos los tejidos, y en las cuatro
variedades, tanto las de dia corto como las de floracidn neutra. El Unico caso en el que las

diferencias no fueron significativas estadisticamente fue en la raiz de ‘Fern’ (Figura 31C).
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Figura 31. Expresion relativa de FaSOC1 bajo condiciones de fotoperiodo de SD (barra en negro) y LD (barra en gris),
para cuatro cultivares distintos: dos de dia corto (A) ‘Chandler’ y (B) ‘Parker’; y dos de dia neutro: (C) ‘Fern’
y (D) ‘Selva’. Expresion relativizada a CORONA-LD en todos los casos y datos normalizados a la expresion de FaGADPH. La
barra de error representa la desviacion estandar de al menos dos réplicas bioldgicas. Las letras representan las diferencias
observados mediante ANOVA de dos vias y Post-Hoc LSD de Fisher. Resultados del andlisis estadistico en Apéndice 2
Tabla S6
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3.3.1.4 Analisis de la expresion de FaSOC1 en relacidn con el ritmo circadiano.

Como se puede observar en la Figura 30, FaSOC1 tiene una importante expresién
en hoja. Algunos de los genes implicados en el control de la floracion, sufren cambios
ritmicos de expresion, debidos al fotoperiodo como el gen CO en Arabidopsis y Vitis vinifera
(Suarez-Lopez et al., 2001; Almada et al., 2009) y también en la fresa cultivada (Figura 11).
Por ello decidimos monitorizar la expresion de FaSOC1 a lo largo del dia, tanto en
condiciones de fotoperiodo de SD como LD, y en dos cultivares con distinto
comportamiento frente al fotoperiodo: ‘Chandler’ (floracién estacional de SD) y ‘Selva’ (de

floracion neutra).

En la Figura 32 podemos ver como los perfiles de expresién de ambas variedades
fueron muy similares entre ellas tanto en LD como en SD. Como se observo en la Figura 31,
la expresion de FaSOC1 en ‘Chandler’ y ‘Selva’ en LD es unas 8 veces mayor que en SD, lo
gue implica que las variaciones observadas a lo largo del dia son por tanto menores en este
fotoperiodo (Figura 32A). En LD, aunque también existié poca variacién, se puede observar
una tendencia de FaSOC1 a incrementar la expresion durante la noche y disminuir durante
el dia. También se puede observar que las diferencias de expresion relativas a lo largo del
dia oscilaron + 0,5 veces con respecto a la expresién del muestreo transcurridas 16 horas,
que se fijé en 1. Estas diferencias de expresidn son por tanto limitadas y podemos concluir
que la expresidon de este gen en hoja no parece estar controlada en gran medida por el

ritmo circadiano.
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Figura 32. Patron de expresion de FaSOC1 a lo largo del dia en dos condiciones de fotoperiodo SD (A) y LD (B).
Las muestras de hoja se tomaron cada cuatro horas, en tres réplicas bioldgicas con al menos 3 plantas cada una. La barra
amarilla representa horas de luz y la negra oscuridad. El primer muestreo (0Oh) se realizé al amanecer en ambos casos.
Expresion relativizada independientemente para cada cultivar frente al muestreo trascurridas 16 horas y normalizados
frente a la expresién de FaGADPH. Las barras de error representan la desviacion estandar (n = 3).

3.3.1.5 Anadlisis de la sobre-expresion de FaSOC1 en ‘Camarosa’.

Para tratar de conocer el papel de FaSOC1 en la floracion de la fresa cultivada, se
generaron por transformacién genética estable mediada por A. tumefaciens plantas
transgénicas de fresa (F. x ananassa cv. Camarosa) que expresan este gen bajo el control
del promotor constitutivo CaMV35S. La construccion se llevé a cabo en el vector primario
pPBINPLUS con resistencia a Kanamicina y se uso la cepa LBA4404 de A. tumefaciens. Tras la
transformacion de unos 200 discos de hoja y varios subcultivos en presencia del antibiético
selectivo, se obtuvieron un elevado niumero de lineas transformantes independientes. De
todos los transformantes obtenidos y confirmados mediante PCR, se escogieron diez lineas

transgénicas y se las sometid a un periodo de aclimataciéon adecuado antes de pasarlas a
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tierra. Dos de las lineas transgénicas 35S:FaSOC1 murieron durante el proceso de
aclimatacién, asi que la Figura 33A muestra los niveles de expresion mediante qRT-PCR de
las 8 lineas restantes en comparacion con los controles Pgus2 y Pgus3 (controles 355:GUS).
El muestreo se realizé sobre hoja tomada a las 16:00 de la tarde. Recordemos que este gen
no ve modificados sus niveles de expresion durante el dia. Todas las lineas transformantes
presentaron niveles de expresion muy superiores a los controles, de al menos 45 veces

mas, con excepcion de la linea 1 que fue 15 veces superior al control Pgus2.
3.3.1.5.1 Evaluacidn en el Primer aiio (2014).

Al tratarse de lineas que provienen de un largo proceso de transformacién vy
multiplicacién in vitro se procedié a evaluar los mismos caracteres y de igual forma que

para el gen FaCO (ver apartado 3.1.5.1).

Como podemos observar en la Figura 33B, la precocidad de la floracidn de las lineas
35S5:FaSOC1 varid entre las distintas lineas transgénicas. Tres de ellas florecieron antes que
los controles (lineas 6, 21 y 31) mientras que 4 lineas sufrieron un retraso considerable de
la misma (lineas 3, 7, 9 y 20). La linea con mds baja sobre-expresién (linea 1) florecié al
mismo tiempo que los controles. Respecto al niumero total de flores producidas por las
lineas transgénicas, también existié una alta variabilidad (Figura 33C). Es destacable el
elevado numero de flores producidas por las lineas 9 y 21. El bajo nimero de flores
producidas por las lineas 20 y 7 pudo estar influenciado por su tardia entrada en floracidn.
El caso de la linea 9 es curioso ya que encontrandose dentro del grupo que florecié mas
tarde, alcanzé un ndmero acumulado de flores muy alto. Por dltimo, podemos ver que las
lineas con una sobre-expresién mas modesta (lineas 1, 3 y 6), presentaron un nimero de

flores similar a los controles.

Durante esta primera evaluacidon de las lineas 355:FaSOC1 se puso de manifiesto un
fenotipo particular, que posteriormente se evalué durante el segundo afio de estudio.
Todas las lineas, a excepcion de la linea 1 (la de menor sobre-expresion) presentaron este
fenotipo que consistié en un elevado crecimiento vegetativo y un tamafo superior a los
controles (Figura 33A, tabla anexada). Ademads, presentaron una acusada elongacion del
peciolo de la hoja, lo que les proporciona un aspecto erecto (Figura 34). Las inflorescencias,
al igual que las hojas, presentaron un peciolo mas largo y erecto que las plantas control.
Esto hace que las inflorescencias se mantengan erguidas durante todo el desarrollo floral y
parte de la maduracién del fruto, doblandose Unicamente por el peso de los mismos
durante la maduracidon. Por ultimo, presentaron una morfologia floral diferenciada,
caracterizada por ser flores muy compactas, con sépalos grandes y pétalos pequefios y
juntos (Figura 34A, By C). La linea 20, la de mayor sobre-expresion es la que presentd un

fenotipo mas acusado. Esta linea presenta un porte muy elevado, con menor nimero de
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hojas que los controles y con de peciolos largos. Ademas, esta linea transgénica estolond
antes de florecer. Respecto del estolonado, todas las lineas fueron capaces de estolonar
adecuadamente (igual a los controles). Algunas lineas transgénicas poseen una mayor
capacidad de produccién de estolones (linea 7, 20y 21), llegando a producir el doble o mas

de estolones que los controles (Figura 33A, tabla anexada).

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos durante el periodo de floracién,
los niveles de sobre-expresion y la capacidad para estolonar, se decidid multiplicar
vegetativamente las lineas 7, 9, 20 y 21 (sefaladas en verde en la Figura 33A y B) para

proceder a un segundo afio de evaluacidn fenotipica.
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Figura 33. (A) Niveles de expresion de FaSOC1 en las lineas transgénicas 355:FaSOC1 (barras en verde y negro) en
comparacién con las lineas control (barras en rojo), medidos por qRT-PCR vy relativizados al control pgus2. En la tabla
adjunta se esquematiza el vigor y el estolonado de cada linea, aumentando ambos con el nimero de cruces, comparando
con las lineas control (++ normal). (B) Dias hasta la formacion de la primera flor visible en cada linea transgénica y en
los controles, medidos desde la finalizacion de la aclimatacidn. La linea discontinua representa la media de dias hasta el
inicio de la floracion en las lineas control (63 dias). (C) Naumero de flores producidas por cada linea desde el 1 de Enero
hasta el 31 de Agosto. La linea discontinua representa el nimero medio de flores producidas por los controles (48 flores).
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3.3.1.5.2 Evaluacion en el Segundo afio (2015).

En este segundo afo de andlisis se usaron cuatro lineas 355:FaSOC1: linea 7, linea
9, linea 20y linea 21 (ver apartado anterior). De cada linea se evaluaron 9 plantas (réplicas
bioldgicas) obtenidas por multiplicacién vegetativa. Como controles se usaron 16 réplicas,
5 del control de Pgus3 y 11 de la linea control Pgus2 (ambos control de transformacion
355:GUS). Ademas se usaron 9 réplicas de ‘Camarosa’ (nombrada ‘Camarosa’ Wild type)

gue no han sufrido el proceso de transformacion.

Durante la multiplicacion vegetativa de las lineas, en los meses de septiembre y
octubre, se produjo en el invernadero un brote importante de arafia blanca
(Steneotarsonemus pallidus Banks.) que afecto por igual a las madres y a los estolones de
las lineas transgénicas de 35S5:FaSOC1 en evaluacién. Como consecuencia de ello, la
mayoria de las plantas durante esta segunda campafia mostraban sintomas de la plaga. Al
principio, meses de diciembre y enero, los sintomas eran evidentes, existiendo réplicas muy
afectadas. Conforme fue avanzando el estudio, gracias a los sucesivos tratamientos, las
plantas fueron mejorando paulatinamente, pero aun asi varias réplicas murieron o no
pudieron ser evaluadas correctamente. Concretamente en el caso de 355:FaSOC1 la linea
7 fue la mas afectada, con unos sintomas muy acusados que afectaron gravemente a su
crecimiento, desarrollo y floracién, por lo que no sera tomada en cuenta en el analisis de

los resultados. Ademas, la plaga maté una réplica de la linea 9.

El seguimiento de las lineas comenzd en diciembre de 2014 y se extendié hasta
inicios de septiembre del afo 2015. A lo largo de esta campafia se tomaron datos de inicio
de floracién, se contd el numero total de flores producidas por cada planta, para
determinar si existe una mayor o menor induccion de meristemos florales. Tres de las lineas
escogidas (lineas 7, 9 y 20) para un segundo aio florecieron mas tarde que los controles,
estolonaron mas y relativamente pronto (la linea 20 antes incluso de florecer). Por ello en
el segundo aifo se hizo hincapié en el control del inicio del estolonado y la produccién de
estolones de cada linea. Ademas, se procedié a estudiar en mayor detalle el fenotipo
observado durante el primer afio de evaluacion (presente en la mayoria de las lineas)
consistente en un crecimiento vegetativo mayor, una acusada elongacidn del peciolo de la
hoja y la inflorescencia. Asi mismo, las lineas 355:FaSOC1 presentaron una morfologia floral
diferenciada, caracterizada por ser flores muy compactas, con sépalos grandes y pétalos
pequeiios y juntos. Para poder evaluar el fenotipo se procedié a medir la longitud del
peciolo y de la inflorescencia, y la altura de cada planta tanto de las lineas 355:FaSOC1
(exceptuando la linea 7, afectada de la plaga de arana blanca con unos sintomas tan
acusados que distorsionaban su crecimiento normal, su tamafo y su morfologia floral)

como las lineas control (Pgus 2+3 y Camarosa Wild type).
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En la Figura 35A se representa el inicio de la floracién de cada linea, las lineas 9 y
20 florecieron al mismo tiempo que los controles, mientras que la linea 21 que sufrié un
adelanto en su floracién de 25 dias (igual que el afio anterior). En cuanto al nimero de
flores producidas por cada linea, fue la linea 20 la que presentd diferencias significativas,
con un acumulado de flores muy por debajo de los controles (18 frente a 36) Figura 35B,
mientras que las otras dos presentaron un nimero similar de flores que los controles. En
el caso del estolonado, se obtuvo un resultado homogéneo, todas las lineas presentaron
un significativo adelanto en la produccién de estolones (Figura 35C). Las lineas 355:FaSOC1
también produjeron mayor numero de estolones aunque las diferencias no fueron

significativas (Figura 35D).
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Figura 35. (A) Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas 355:FaSOC1 (columnas en verde) comparado
con las lineas control (en rojo). (B) Nimero de flores producidas por cada linea desde el 1 de diciembre hasta el 3
septiembre. (C) NUmero de dias trascurridos hasta la aparicion del primer estolén. (D) Nimero de estolones producidos
por cada linea durante el estolonado. Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 y lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett.

En esta segunda temporada de estudio, se volvié a observar el fenotipo de

elongacion de peciolos e inflorescencias de la transformacion 355:FaSOC1 observado en el
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afio anterior en las lineas estudiadas: 9, 20 y 21. Este fenotipo fue de mayor intensidad en
la linea con mayor sobre-expresion: linea 20 (Figura 33A). En la Figura 36A se puede
observar como el peciolo de las hojas de las tres lineas 355:FaSOC1 fue significativamente
mas largo que el de las lineas control. Con la longitud de la inflorescencia ocurre igual, las
tres lineas poseen inflorescencias significativamente mas largas (Figura 36B). La altura total
de la planta de las lineas 20 y 9 fue significativamente mayor que los controles, no
encontrandose diferencias significativas en la linea 21. El resultado en la linea 355:FaSOC1
21 pudiera en parte estar influenciado por una mayor incidencia de la plaga sobre esta linea
(Figura 36C).
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Figura 36. (A) Longitud del peciolo de la hoja medido en centimetros; n=30. (B) Longitud de la inflorescencia, medido en
centimetros; n=30. (C) Altura de cada linea, medido en centimetros. Los asteriscos representan diferencias significativas
entre Pgus2+3 y lineas transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett.

El fenotipo floral observado en las lineas 355:FaSOC1 en el primer afio, con flores
muy compactas, con sépalos grandes y pétalos pequefios y juntos, se repitio en el segundo
afio de estudio (Figura 37C, D y E) en las tres lineas analizadas: 9, 20 y 21. Al igual que el

afo anterior, la linea 20 fue la que presentd el fenotipo mas acusado de las tres, llegando
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incluso a estolonar y florecer a la vez, teniendo un porte muy esbelto, con produccion de
menor numero de hojas que los controles y una altura de la planta significativamente
mayor Figura 37. Las plantas de la linea 21 presentaron una altura similar a los controles
aunque se puede observar como los peciolos de las hojas son ligeramente mas largos que

los del control (Figura 37).
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Figura 37. Fotos de lineas transgénicas 355:FaSOC1 representativas en comparaciéon con el control de transformacion
Pgus 2+3. (A) Detalle de clon de la linea 20, con inflorescencia erecta y un estoldn a la vez. (B) Detalles de clon de la linea
20 con una inflorescencia con frutos maduros que terminan por doblar la inflorescencia, a la vez que la planta estolona.
(C) Detalle de la morfologia floral. (D y E) Detalles de la arquitectura de la inflorescencia con frutos secos antes de
completar su maduracion.

Durante esta segunda camparfia también se observd que la mayoria los frutos de las
lineas 355:FaSOC1 fueron mas pequefios que los de los controles, fundamentalmente
reduciéndose el diametro transversal, lo que originaba frutos pequenos y alargados, que
en general no maduraban a un fruto carnoso, sino llegando incluso a secarse unidos a la
inflorescencia (Figura 37D y E). Pocos frutos alcanzaron la coloraciéon roja madura en las
lineas 35S:FaSOC1, uUnicamente en la linea 21 observamos algunos frutos con una

maduracion normal (aunque de menor tamafio que los controles).
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3.3.1.5.3 Evaluacion en el tercer afio (2016).

Durante el verano las lineas transgénicas fueron de nuevo multiplicadas mediante
estolones para su evaluacion durante un tercer afio. De las tres lineas se han evaluado diez
plantas, del control de transformacion Pgus2+3 se han evaluado 20 réplicas y del control
de ‘Camarosa’ otras 22 plantas. Al igual que en el afio anterior, la evaluaciéon de las lineas

comenzo en Diciembre.

En la Figura 38A se puede observar como todas las lineas transgénicas mostraron
un retraso en la floracidn durante este tercer afio, siendo muy significativo en el caso de la
linea 9y lalinea 20. Una vez mas, lo que ha marcado la diferencia respecto del afio anterior
fue la precocidad mostrada por los controles, ya que las tres lineas de 355:FaSOC1 (9, 20 y
21) florecieron transcurridos aproximadamente los mismos dias que el afio anterior (80
frente a 78, 85 frente a 81 y 69 frente a 67; respectivamente). Por lo tanto, la sobre-
expresion de FaSOC1, no solo retraso la entrada en floracién de las lineas transgénicas sino
que afecto al estolonado (al igual que en el afio anterior Figura 35C y D). Concretamente la
linea 20, estolond antes de entrar en floracién (hecho que se ha repetido en los tres afios
de evaluacién), mientras los controles florecian, ya que esto ocurrié a finales de Diciembre
cuando las condiciones ambientales son de SD (Figura 38B). Al igual que en las otras dos
campafias, la sobre-expresion de FaSOCI1, estimuld el crecimiento vegetativo. Esto se
traduce en plantas mas vigorosas que los controles, con mayor altura debido a una mayor
elongacion de peciolo de la hoja y al alargamiento de las inflorescencias, hecho que se

comprobd estadisticamente en el afio anterior (Figura 36A, By C) y que se puede observar
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Figura 38. (A) Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas 355:FaSOC1 (columnas en verde) comparado
con las lineas control (en rojo). Asterisco representa diferencias significativas entre Pgus2+3 vy lineas transgénicas;
*p < 0,05; ¥*p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett. (B) Detalle del estolonado de plantas
linea 20 355:FaSOC1 (flecha roja) en contraste con la floracién de los controles.
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de nuevo para el tercer afio en la Figura 38B); siendo la linea 20 la que presenté el fenotipo

mas acentuado.

En afios anteriores, se observé un fenotipo floral particular en las lineas con sobre-
expresion de FaSOC1. Durante los dos primeros afos se constaté que las plantas
355:FaSOC1 presentaban flores muy compactas, con sépalos grandes y pétalos pequeiios.
El segundo afio se observé ademads, que los frutos eran mds pequeinos que los controles y
gue en la mayoria de los casos no llegaban a madurar correctamente. Este tercer afio
persiste el fenotipo floral diferencial de la sobre-expresion de FaSOCI1. Las plantas
presentan flores de grandes sépalos y pétalos pequefios, que les da un aspecto compacto
y cerrado (Figura 39A y H). Estas flores dan lugar a frutos pequefios, muy duros al tacto y
con problemas para madurar completamente (Figura 39B, C, E y H). Este afio, ademas se
ha observado que los aquenios no llegan a madurar, permaneciendo verdes incluso en los
pocos frutos que alcanzan el color rojo intenso de los frutos maduros (Figura 39D y E) al
contrario que ocurre en los controles (observar comparativa con frutos control Figura 39F
y G). De nuevo es la linea 20 la que presenta mas marcado este fenotipo. En esta linea la
maduracion nunca es completa, el fruto no alcanza la tonalidad roja, permanece duro y
termina resquebrajandose y secandose unido a la inflorescencia (Figura 39E). En las otras
dos lineas, los efectos son menos espectaculares, algunos frutos (pocos en la linea 9 y algo
mas de la mitad en la linea 21) consiguen madurar, aunque los aquenios permanecen

verdes (Figura 39D).

Por tanto, una vez evaluadas las plantas 35S:FaSOC1 durante tres campafas,
repitiéndose el fenotipo claramente durante dos afios, con un numero suficientes de lineas
independientes y réplicas bioldgicas, parece que la sobre-expresion de FaSOC1 retrasa la
floracién de ‘Camarosa’ en SD. A su vez, la sobre-expresion constitutiva de FaSOC1 favorece
el crecimiento vegetativo y promueve el estolonado, a la vez que afecta la morfologia floral
y la correcta maduracidon de receptdculo y aquenios. Estos efectos se encuentran mas
acentuados en la linea 20, existiendo una graduacién de los mismos, segun el nivel de

sobre-expresion de FaSOC1.
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Figura 39. (A) Detalle de la morfologia floral de linea 20. (B, Cy E) Detalle de la maduracién incompleta del fruto y aquenios
(circulo azul), de la linea 20. (D) Fruto maduro de la linea 21, con los aquenios aun sin madurar completamente (circulo
azul). (F) Detalle de fruto y aquenio (circulo azul) en fruto verde de ‘Camarosa’. (G) Detalle de fruto y aquenio (circulo
azul) en fruto rojo maduro de ‘Camarosa’. (H) Detalle de la morfologia floral y la incompleta maduracién del fruto en la
linea 9, en el fruto mas grande se puede observar como comienza a resquebrajarse.
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3.3.2 Caracterizacion de AGAMOUS LIKE 6 (FaAGL6) en Fragaria x ananassa.
3.3.2.1 Identificacidn del ortélogo de AtAGL6 en la fresa cultivada.

En Arabidopsis AtAGL6 actua como inductor floral al desactivar la expresién de FLC
y sus homdlogos, y activar la expresion de AtFT en hoja (Yoo et al., 2011a; Yoo et al., 2011b).
Estos estudios indicaron que AtAGL6 es un importante promotor de la floracion. Sin
embargo, el gen se identificd originariamente en una busqueda de lineas de Arabidopsis
con expresion especifica en évulos (Schauer et al., 2009). Aunque el gen se expresa
mayoritariamente en este drgano floral, estudios posteriores confirmaron que AtAGL6
también se expresa en Arabidopsis durante la fase vegetativa de la planta (Yoo et al,
2011a). Como la expresién fue similar en SD y LD, este gen estd regulado
independientemente del fotoperiodo en esta especie. En Arabidopsis AtAGL6 forma junto
con AtAGL13 una subfamilia de genes MADS tipo MICKS, con un 67,8 % de similitud entre
ellas. Esta subfamilia se encuentra tanto en gimnospermas como en angiospermas y sus
funciones no estan del todo dilucidadas aunque se conoce que en otras especies también
estan implicados en la funciédn E del desarrollo floral y en la iniciacidn floral (Dreniy Zhang,
2016).

Al realizar una busqueda (mediante BLASTN) sobre el genoma de F. vesca (Shulaev
et al., 2011) y en la base de datos de nucledtidos del NCBI, obtuvimos cuatro secuencias
con similitudes a AtAGL6 y AtAGL13 (se usaron ambas secuencias en la busqueda):
gene04563, gene24494, gene24852 y genel9428. Entre estas cuatro secuencias
Unicamente el Genel19428-v1.0-hybrid presento un porcentaje de similitud importante a
AtAGL6 y AtAGL13, siendo un 63% a AtAGL6 frente al 55% obtenido con AtAGL13. Usando
como referencia de gene19428-v1.0-hybrid se disefiaron los cebadores para el clonaje del
ortélogo en F. x ananassa cv. Selva (ver Material y Métodos, apartado 2.2.3 Tabla 5). Se
obtuvo un ORF de 738 bp, que codifica para una proteina de 245 aminoacidos, con un peso
tedrico de 28,13 KDa y un Pl deducido de 9,28. El gen FAGAGL6 presentd un porcentaje de
similitud del 99 % con el gen de F. vesca (Gene19428-v1.0-hybrid; Shulaev et al., 2011). Los
porcentajes de identidad con otras especies de la familia de las Rosaceas resultaron
elevados: 79, 74 y 73 % con Prunus pérsica, Malus domestica y Prunus mume
respectivamente, presentando similares resultados con Vitis vinifiera (75 %), Citrus cinensis
(74 %) Carica papaya (74 %) y Arabidopsis (63 %), lo que sugiere una conservacion alta de
la secuencia génica de AGL6 en plantas. Con el fin de investigar las relaciones evolutivas
existentes entre FaAGL6 y otras proteinas homdlogas se realizé un arbol filogenético
usando las secuencias proteicas de varias especies. En la Figura 40 podemos observar como
FaAGL6 se agrupd en un clado junto con el gen predicho en el genoma de F. vesca (usado
para el clonaje) y su homdlogo en Citrus cinensis, CcCAGL6/MADS11. También podemos

observar como las proteinas homologas en Malus doméstica, Prunus persica, Prunus mume



142 Resultados

y otras especies de plantas perennes se agruparon en el mismo clado, mientras que
especies anuales como Solanun tuberosum, Phaseolus vulgaris o Medicago truncatula
forman un clado relacionado pero propio. En la Figura 40, podemos observar también
como los otros genes encontrados en el blastN (sobre el genoma de F. vesca) con
similitudes a AtAGL6 y AtAGL13 (gene04563, gene24494 y gene24852) se localizan en
clados pertenecientes a otras subfamilias de MICK®, como son SEPALLATA (SEP) y
AGAMOUS (AG).

En el alineamiento multiple de FaAGL6 con otras proteinas homdlogas observamos
un dominio MADS y un dominio Keratin-like conservados. A su vez se observa un dominio
Intervening menos conservado y un dominio C-terminal variable entre las diferentes
especies. Ohmori et al. (2009) describe dos motivos cortos (de diez aminodacidos, cada uno)
muy conservados en el dominio C-terminal de monocotiledéneas y Arabidopsis. Estos dos
motivos son muy parecidos a los descritos por Zahn y colaboradores (2005) en la subfamilia
de factores de transcripcion SEPALLATA (Figura 41). El motivo | (de secuencia DCEPFLQIGY),
presente tanto en AtAGL6 como AtAGL13, se encuentra conservado tanto en FGAGL6 como
en F. vesca (Fvgene19428), con el Gnico cambio de C por Py F por I, como podemos ver en
el alineamiento (Figura 41). El motivo Il (de secuencia ETNFVQGWVL) presente solo en
AtAGL6 (ya que AtAGL13 no conserva los ultimos 4 aminoacidos), también se encuentra
conservado en FaAGL6. De nuevo nos encontramos Unicamente dos sustituciones en la
secuencia E por Dy la primera V sustituida por |, los Ultimos cuatro aminodcidos del motivo,
gue ademas coinciden con el final de la secuencia, se encuentran conservados, cosa que
no ocurre en AtAGL13 (Figura 41). Los resultados obtenidos en la secuenciacion,
alineamiento vy filogenia, nos corroboran que efectivamente hemos conseguido clonar el

gen homoélogo a AtAGL6 en el cultivar ‘Selva’ de fresa.
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Figura 40. Arbol filogenético de proteinas homélogas de las subfamilias de MADS: SEPALLATA (dorado), AGAMOUS
LIKE-6 (celeste) y AGAMOUS (azul). Obtenido mediante el programa Mega 5, 1000 réplicas Bootstrap, método Neighbor-

joining. Se muestra solo topologia. Numeros de acceso de las secuenicas en apéndice 1 Tabla S3.
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3.3.2.2 Analisis de la expresion de FAAGL6 en distintos drganos.

Para determinar el papel que
ejerce FaAGL6 en fresa, se analizd su
expresion relativa en diferentes érganos
del cultivar ‘Chandler’. Las muestras de
ARN se extrajeron de hojas, raiz y corona,
en condiciones de “Dia corto” (SD) y en

flor cerrada, fruto verde, fruto blanco y

Expresiéon relativa

fruto rojo, durante la primavera.

Los niveles mas altos de expresion se

encontraron en la flor y en el fruto

verde, disminuyendo la expresién

drasticamente al avanzar la maduracion
Figura 42. Expresion relativa de FAAGL6 en distintos 6rganos
de ‘Chandler’. Resultados relativizados a la expresion en
veces menor a la obtenida en la flor coronay normalizados frente a la expresion de FAaGADPH. La

barra de error representa la desviacion estandar de 3 réplicas
(Figura 42), lo que podria sugerir que al biolégicas independientes (n = 3).

del fruto. La expresion en corona, fue 6

igual que en Arabidopsis, FAAGL6 tiene

un papel homedtico sobre el desarrollo del perianto y los dvulos (Schauer et al., 2009). Al
igual que AtAGL6, también hemos detectado expresién de FAGAGL6 en tejidos vegetativos,
gue incluyen los meristemos axilares y apical, lo que sugiere que también podria tener un

papel en la induccién de la floracién en fresa.

3.3.2.3 Diferencias de expresion de FAAGL6 entre cultivares de fresa que difieren en el

tipo de floracion.

Con el objetivo de discernir si existen diferencias de expresidon de FGAGL6 entre
distintos cultivares de fresa, determinamos los niveles de expresién mediante qRT-PCR en
los cuatro cultivares en estudio, ‘Chandler’ y ‘Parker’ con floracidn estacional de dia corto
y ‘Selva’ y ‘Fern’ de dia neutro. La medicién la hicimos tanto en condiciones de dia corto
como de dia largo. Basandonos en los resultados obtenidos en la Figura 42, al no

encontrarse expresion en hoja ni raiz, Unicamente medimos la expresidn relativa en corona.

En la Figura 43 se representan los niveles de expresiéon relativos de FaAGL6
obtenidos en SD (representado en negro) y en LD (en gris). Los cuatro cultivares evaluados
siguieron un patrén de expresién muy similar, con al menos 5 veces mayor expresién en SD

gue en LD. Estas diferencias fueron mas acusadas en el caso de los cultivares ‘Chandler’ y
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‘Selva’ (Figura 43A y D) ya que no se detectd ninguna expresion mediante gRT-PCR en

condiciones de LD.
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Figura 43. Expresion relativa de FAAGL6 bajo condiciones de fotoperiodo de SD (barra en negro) y LD (barra en gris),
para cuatro cultivares distintos: dos de dia corto (A) ‘Chandler’ y (B) ‘Parker’; y dos de dia neutro: (C) ‘Fern’
y (D) ‘Selva’. Expresidn relativizada a CORONA-LD en todos los casos y datos normalizados a la expresion de FaGADPH. La
barra de error representa la desviacidn estandar de tres réplicas bioldgicas (n = 3). Los asteriscos representan diferencias
significativas entre SD y LD; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. T-test de Welch.
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3.3.2.4 Andlisis de la sobre-expresion de FAAGL6 en ‘Camarosa’.

Para tratar de profundizar en la funcidn de FAAGL6 e investigar si su expresion
constitutiva es capaz de afectar la floracion de la fresa, se generaron plantas transgénicas
de fresa (F. x ananassa cv. Camarosa) que sobre-expresan este gen bajo el control del
promotor constitutivo CaMV35S. Tras la transformacién de unos 200 discos de hoja y varios
subcultivos en presencia del antibidtico selectivo, se obtuvo un elevado nimero de lineas
transformantes independientes. La presencia del transgen se confirmd mediante PCR sobre
ADN gendmico. De entre los transformantes confirmados, se escogieron nueve lineas y se

las sometid a un periodo de aclimatacién antes de pasarlas a macetas en invernadero.

Una vez establecidas las lineas en el invernadero, se procedio a la evaluacién de los
niveles de expresion de FAAGL6 que presentaba cada linea. El muestreo se realizé sobre
hoja tomada a las 12:00 de la mafiana. En la Figura 44A se representan los niveles de sobre-
expresion, obtenidos mediante gRT-PCR, de las nueve lineas aclimatadas relativizadas a la
expresion obtenida en la linea 355:FGAGL6 con menor expresion (linea 2), ya que FAAGL6
no se expresa en la hoja por lo que la expresion en las lineas control (Pgus2 y Pgus3) fue
inexistente. Las lineas 3, 5, 7, 9y 10 presentaron una sobre-expresion elevada mientras que

las lineas 1, 8 y 11 mostraron unos niveles de sobre-expresion mas parecidos a la linea 2.

Al tratarse de lineas que provienen de un largo proceso de transformacion y
multiplicacidn in vitro se procedié a evaluar los mismos caracteres y de igual forma que

para la sobre-expresion del gen FaCO (apartado 3.1.5.1).
3.3.2.4.1 Evaluacion en el Primer aiio (2014)

Durante el primer afio de evaluacidon de las lineas 355:FGAGL6 no se observaron
diferencias significativas fenotipicas respecto de las lineas control (Figura 45). Todas las
lineas presentaron un crecimiento normal y consiguieron estolonar de una manera
eficiente, excepto la linea 8, que enfermd por arafa blanca durante toda la campana, lo
gue lainvalidd para un segundo afio de estudio. Como podemos observar en la Figura 44B,
menos la linea 8 (que hemos excluido del analisis por su infeccién con arafia blanca) y la

linea 7, las demas lineas florecieron antes que los controles, una media de 17 dias antes.

Respecto al numero total de flores producidas por las lineas transgénicas nos
encontramos que la mayoria de lineas produjeron mayor numero de flores que las lineas
control Figura 44C. Concretamente seis de las nueve lineas contabilizaron mayor o igual
numero de flores que el control Pgus3 (linea 1, 3, 5, 7, 10 y 11). Unicamente la linea 2
produjo un numero de flores inferior a la media de los controles. Existiendo dos lineas (8 y

9) con una produccidén de flores intermedia, muy cercana a la media de los controles.
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Figura 44. (A) Niveles de expresion de FaAGL6 en las lineas transgénicas 355:FaAGL6 (barras en verde y negro)
relativizados a la expresion de la linea 2 (FAAGL6 no se expresa en hoja) medidos por qRT-PCR. (B) Dias hasta la aparicion
de la primera flor en cada linea transgénica y en los controles, medidos desde la finalizacidn de la aclimatacion. La linea
horizontal discontinua representa la media de dias hasta el inicio de la floracidn de las lineas control (63 dias). (C) NGmero
de flores producidas por cada linea desde el 1 de Enero hasta el 31 de Agosto. Linea discontinua representa el nimero
medio de flores producidas por los controles (48 flores).

Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos durante el periodo de floracién, los
niveles de sobre-expresion y la capacidad para estolonar, se decidié6 multiplicar
vegetativamente las lineas 3, 7, 9 y 10 (marcadas en verde en la Figura 44A y B) para

proceder a un segundo afio de evaluacion fenotipica.
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Figura 45. Fotos de lineas transgénicas 355:FaAGL6 representativas y el control de transformacién Pgus2 (tomado como
referencia de las lineas control 355:GUS).

3.3.2.4.2 Evaluacion en el Segundo aiio (2015).

En el segundo afio de andlisis se usaron cuatro lineas 355:FaAGL6: linea 3, linea 7,
linea 9, y linea 10 (ver apartado anterior). De cada linea se evaluaron 9 plantas (réplicas
bioldgicas) obtenidas por multiplicacion vegetativa a partir de estolones. Como controles
se usaron 16 plantas; 5 del control de Pgus3 y 11 plantas de la linea control Pgus2 (ambos
controles de transformacién 35S5:GUS). Ademdas se usaron 9 réplicas de ‘Camarosa’

(nombradas ‘Camarosa’ Wild type) que no han sufrido el proceso de transformacion.

Durante la multiplicacidon vegetativa de las lineas, en los meses de septiembre y
octubre, se produjo en el invernadero un brote importante de arafia blanca
(Steneotarsonemus pallidus Banks.) que afecto por igual a las madres y a los estolones de
las lineas transgénicas de 35S:FGAGL6 en evaluacidn. Como consecuencia de ello, la
mayoria de las plantas de esta segunda campafia mostraban sintomas de la plaga. Al

principio, meses de diciembre y enero, los sintomas eran evidentes, existiendo réplicas muy
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afectadas. Conforme fue avanzando el estudio, gracias a los sucesivos tratamientos, las
plantas fueron mejorando paulatinamente, pero aun asi varias réplicas murieron o no
pudieron ser evaluadas correctamente. Concretamente en el caso de 355:FaAGL6 la linea
10 fue la mas afectada, fuimos incapaces de multiplicarla en nimero necesario para su

correcta evaluacion, por lo que no sera tomada en cuenta en el andlisis de los resultados.

El seguimiento de las lineas comenzd en diciembre de 2014 y se extendié hasta
inicios de septiembre del afio 2015. A lo largo de esta campafia se tomaron datos de inicio
de floracién, se contd el numero total de flores producidas por cada planta, para
determinar si existia una mayor inducciéon de meristemos florales. Ademas se evaluaron
otros efectos fenotipicos que pudieran afectar al desarrollo de la planta como su vigor y
tamafio de visu, asi como el inicio del estolonado. En la Figura 46A se representan los
resultados del inicio de la floracién. Unicamente la linea 3 adelantd su floracion en 27 dias,
las otras dos lineas florecieron al mismo tiempo que los controles. Al igual que en el caso
de la transformaciones 355:FaCO y 355:FaFD2 no existieron diferencias significativas en el
numero de flores producidas (Figura 46B). Sin embargo, la linea 7 presentd un adelanto (20
dias) en la producciéon de estolones (Figura 46C) aunque no mostré diferencias
significativas con los controles en el nimero de estolones producidos durante la campana
(Figura 46D).

En la temporada anterior tres de las cuatro lineas 35S:FaAGL6 evaluadas
presentaron un adelanto en su floracién (Figura 44B), siendo la linea 7 la Unica que no vio
adelantada su floracidon con respecto a los controles. Al igual que este afio, la linea 3 fue la

mas precoz en su floracion.
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Figura 46. (A) Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas 355:FaAGL6 (columnas en verde) comparado
con las lineas control (en rojo). (B) Numero de flores producidas por cada linea desde el 1 de diciembre hasta el 3
septiembre. (C) NUmero de dias trascurridos hasta la aparicion del primer estolon. (D) Nimero de estolones producidos
por cada linea durante el estolonado. Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 vy lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA Post-Hoc de Dunnett.
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3.3.2.4.3 Evaluacion en el Tercer afo (2016).

Durante el verano las lineas transgénicas fueron de nuevo multiplicadas mediante
estolones para su evaluacién durante un tercer afio. De la linea 7 se han evaluado ocho
plantas, mientras que de las lineas 3 y 9 se han evaluado diez plantas. Del control de
transformacién Pgus2+3 se han evaluado 20 réplicas y del control de ‘Camarosa’ otras 22

plantas. Al igual que en el afio anterior, la evaluacion de las lineas comenzé en Diciembre.

En la Figura 47 se observa como las tres lineas evaluadas florecieron al mismo
tiempo que los controles. El afio anterior la linea 3 mostré un adelanto en la floracién, y
aunque este afio también florecidé antes que las otras lineas, no lo suficiente para

adelantarse significativamente a los controles.
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Figura 47. Dias transcurridos hasta el Inicio de la floracién en las lineas
35S:FaAGL6 (columnas en verde) comparado con las lineas control (en rojo).
Los asteriscos representan diferencias significativas entre Pgus2+3 y lineas
transgénicas; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. ANOVA
Post-Hoc de Dunnett.
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4. Discusion.

La fresa (F. x ananassa), es uno de los cultivos fruticolas con mayor importancia
econdmica en el mundo. Espafia se encuentra situado en el quinto puesto mundial en
produccién de fresas y es el primer exportador mundial, suministrando a los mercados
europeos mas de 260000 toneladas de fresa al afo, con unos beneficios econdmicos
superiores a los 50 millones de euros (FAOSTAT, 2013; Tabla 1, 2 y 3). Aproximadamente
el 90% de la produccion fresera espafiola se concentra en la provincia de Huelva
(Andalucia), convirtiéndose en uno de los principales motores econémicos de la provincia
y en el sustento de muchas familias (Nufiez, 2008). Lo que hace a la provincia de Huelva tan
competitiva es su temprana entrada en produccion. Esto permite a las cooperativas y
productores andaluces copar los mercados centroeuropeos antes que los productores
locales, proporcionando fresas en fechas nada habituales para estos paises. Esto hace que
los precios y la rentabilidad del producto aumenten considerablemente. Por esta razon, el
adelanto de la produccién, asi como la posibilidad de extenderla a verano y otofio, para
abrir mercados nuevos, sea uno de los objetivos principales, tanto de los productores como
de la industria en general. Tradicionalmente en Huelva, la precocidad se conseguia gracias
a cultivares de SD y a la utilizacién de una industria auxiliar, los viveros de altura, que
permitian asegurar la entrada en produccién en la segunda quincena de Diciembre, gracias
a la superacién de los requisitos de frio (vernalizacidn) y la sincronizacién de las plantas, al
crecerlas en la meseta norte del pais (Lépez-Aranda, 2008). Pero con estas practicas
agrondmicas se ha tocado techo y los mejoradores son incapaces de adelantar mas la
produccién, a la vez que el uso de cultivares de SD impide extender la produccién mas alld
de Junio. Por ello, en la actualidad existe un especial interés en la mejora y utilizacién de
variedades de fresa de floracién perpetua (EB o PF) por parte de los mejoradores vy las
empresas del sector. Con ello se conseguiria extender el periodo productivo a la vez que
trasladar parte de la produccion a fechas donde tradicionalmente la produccion fresera era
muy baja o inexistente, con el posible valor afiadido para el producto. Un ejemplo de esto
son los programas de mejora e introduccion en el mercado de nuevas variedades de DN
llevados a cabo por companias espafiolas como Fresas Nuevos Materiales S.A. (FNM;

http://www.fresasnm.com) o Planasa (http://www.planasa.com).

Ademads de la importancia econdmica, la fresa cultivada, es un cultivo muy
apreciado tanto por su sabor como por su contenido nutricional (Fait et al., 2008) asi como
por los efectos saludables derivados de su consumo (Seeram, 2008). Por todas estas
razones, es muy importante comprender los mecanismos que controlan la floracién (y en
definitiva la fructificacidén) del cultivo, para optimizar la produccién y focalizar el esfuerzo
dedicado a la mejora genética del cultivo (Stewart y Folta, 2010). Sin embargo, los

mecanismos moleculares que controlan la floracidn en fresa estan muy poco estudiados.
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4.1 FaCo es el gen ortologo a CO en Fragaria x ananassa.

Los genes COL conforman una familia de TF presentes en plantas. El primer COL
descrito se identificd en Arabidopsis (Putterill et al., 1995). La caracteristica que define a
esta familia es la presencia en el extremo amino terminal de dos motivos B-box en tandem,
con sus respectivos dedos de zinc, formados por cuatro residuos de cisteina con una
estructura muy conservada (C-X2-C-X16-C-X2-C) en cada uno. En el extremo carboxilo
terminal nos encontramos con el dominio CCT, con una longitud aproximada de 45
aminodcidos, muy conservado en angiospermas. Ademas de estos dominios, las proteinas
de esta familia poseen cuatro regiones (en la parte intermedia de la secuencia; M1 a M4)
parcialmente conservadas y justo en el extremo amino terminal un motivo muy
conservado, de estructura: G-1/V-V-P-S/T-F (Griffiths et al., 2003). Todos estos dominios y
motivos, junto con sus aminodcidos clave, que definen a la familia y que son responsables
de la funcionalidad de la misma, se encuentran integramente conservados en FaCO (Figura
7). Igualmente, los aa descritos como importantes para la funcién de AtCO basados en el
estudio de mutantes de floracién tardia en Arabidopsis también se encuentran
conservados en FaCO. En Arabidopsis la familia COL estd formada por 17 miembros,
divididos en tres grupos diferentes, segin la conformacion de los dos dominios B-Box. El
grupo | posee 2 B-Box, el grupo Il tiene un Unico B-Box y el grupo lll, tiene dos B-Box pero
el segundo de ellos modificado (Griffiths et al., 2003). En la busqueda realizada sobre el
genoma de F. vesca (Shulaev et al., 2011) se encontraron al menos seis representantes
putativos (CO-like), con al menos un representante en cada uno de los grupos que
conforman la familia COL (Figura 8). De manera similar, en Boehmeria nivea (Liu et al.,
20015), Chrysanthemun (Fu et al., 2014) o vitis (Almada et al., 2009), se han identificado al
menos 6, 11 y 14 CO-like (respectivamente), con representantes distribuidos en los tres
grupos descritos. Concretamente, FaCO se localizd en el grupo |, junto con AtCO y otras
secuencias descritas en la bibliografia como ortélogas a esta (VvCO, StCOL, PdCO1,2 y
OsHd1) (Figura 8 y 9). El conjunto de evidencias obtenidas indican que la familia de factores
de transcripcion COL esta presente en Fragaria y que el gen FaCO, al ser el mas conservado

y poseer todos los dominios y motivos claves, seria el ortélogo a AtCO en F. x ananassa.
4.2 Implicaciones del patron de expresion observado para FaCO.

FaCO se expresa mayoritariamente en hoja, al igual que ocurre en numerosas
especies estudiadas como Arabidopsis (Suarez-Lopez et al.,, 2001; Valverde et al., 2004),
Populus deltoides (Yuceer et al., 2002; Hsu et al., 2012) y Chrysanthemun (Fu et al., 2014)
con bajos niveles de expresion observados en raiz y corona, en lo que respecta a érganos
vegetativos. La expresion de FaCO también fue importante en la flor (sin ser superior a la

de hoja) y fruto verde, disminuyendo paulatinamente a lo largo de la maduracidn del fruto
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(Figura 10). El patron de expresidon de FaCO es muy similar al observado en Vitis vinifiera
(WCO, Almada et al., 2009), tanto en los drganos vegetativos como en la flor y el fruto. La
mayor expresion de CO en la hoja es consistente con su funcidn conocida, ya que es en el
nucleo de las células que circundan los haces vasculares de la misma donde actua este
factor de transcripcién, activando la expresion de FLOWERING LOCUS T en Arabidopsis
(Suarez-Lopez et al., 2001; Valverde et al., 2004) y arroz (Hayama et al., 2003).

Recientemente, en Prunus persica se identificd PpeCO, aunque este gen no es el
mas proximo filogenéticamente hablando a FaCO (Figura 8), presentd un patréon de
expresion similar a FaCO (Zhang et al., 2015). Mediante ensayos de expresién transitoria
en levaduras, estos autores demostraron que PpeCO es capaz de activar la actividad
transcripcional, por lo que posiblemente actie como factor de transcripcion en melocotén,
al igual que ocurre en Arabidopsis (Valverde et al., 2004; Suarez-Lépez et al., 2001) y arroz
(Hayama et al., 2003; Hayama y Coupland, 2004). La sobre-expresion ectépica de PpeCO
(zhang et al., 2015) y un ortdlogo a CO de Populus spp. (CO1, Hsu et al., 2012) en
Arabidopsis es capaz de revertir el retraso en la floracién de los mutantes de AtCO. Lo que
implica que los genes ortdlogos a CO en melocotdén y chopo pueden funcionar como
reguladores positivos de la floracidon. Dada la cercania evolutiva entre Prunus y Fragaria
(ambas son rosaceas) es probable que FaCO, también sea capaz de revertir el fenotipo de

los mutantes de Arabidopsis, aunque el experimento deberia llevarse a cabo en el futuro.

Por otra parte en F. vesca y Rosa existen cultivares con floracién estacional y
floracion perpetua. En estas especies la floracién estacional (y por tanto la represion de la
floracion en LD) se debe a la accién de un Unico gen dominante, llamado SEASONAL
FLOWERING LOCUS (SFL) y RECURRENT BLOOMING (RB), respectivamente. Accesiones de
fresas del bosque o rosa con alelos recesivos en este locus florecen de manera continua, es
decir, independientemente del fotoperiodo (Brown y Wareing, 1965; Semeniuk, 1975).
Iwata et al. (2012) mostraron que los loci SFL y RB codifican para el homologo a TFL1; y que
mutaciones recesivas producidas en sus respectivos genes (FVTFL1 y KSN) producen
floracién perpetua en ambas especies. La caracterizacién funcional de FVTFL1 confirmé su
papel como un fuerte represor floral, causante de la floracién estacional en F vesca (lwata
et al.,, 2012; Koskela et al., 2012). FvTFL1 presenta altos niveles de expresién durante el
crecimiento vegetativo (LD) principalmente en el SAM, pero también en hoja y tejido
vascular, y por el contrario muy bajos en SD (lwata et al., 2012; Koskela et al., 2012; Mouhu
etal., 2013). Koskela et al. (2012) proponen que la induccion de la floracién en F. vesca solo
ocurre cuando los niveles de FYTFL1 son bajos por la accion del SD, mientras que la elevada
expresion de FVvTFL1 al final de la primavera, inhibe la floracién favoreciendo el crecimiento
vegetativo de la planta en el verano, asegurando la multiplicacidon vegetativa mediante

estolones y un nuevo ciclo al afio siguiente. Recientemente, Rantanen et al. (2015) han



156 Discusion

puesto de manifiesto como la expresién de FvFT1 (un ortélogo a AtCO) solo se produce (en
hoja) en condiciones de LD, por lo que se correlaciona negativamente con la floracién, al
contrario de lo que ocurre en Arabidopsis (Suarez-Lépez et al., 2001; Valverde et al., 2004).
Por tanto, en F. vesca FVvFT1 activa la expresidén en el SAM del ortélogo de SOC1 (FvSOC1)
especificamente bajo LD (Mouhu et al., 2013; Rantanen et al., 2014) y es el TF MADS
FvSOC1 el que activa la expresion del represor de la floraciéon FVTFL1 (Koskela et al., 2012;
Mouhu et al., 2013). Similares perfiles de expresion de TFL1 han sido detectados en Malus
domestica, con elevados niveles de expresion durante el crecimiento vegetativo y bajos
niveles durante el verano, cuando tiene lugar la floracion (Hattash et al., 2008; Mimida et
al., 2011). Esto unido a que el silenciamiento del homologo a TFL1 en manzana y peral
(Freiman et al., 2012) producen floracién perpetua, inclinan a pensar que TFL1 es un
represor muy fuerte y clave en la floracién estacional de las Rosaceas (Kurokura et al.,
2013).

Iwata et al. (2012) y Nakano et al. (2015) defienden que en la fresa silvestre y la
cultivada (respectivamente) existen al menos tres genes con homologia a AtFT, nombrados
como: Fv/FaFT1, Fv/FaFT2 y Fv/FaFT3. El primero de ellos (Fv/FaFT1) actia como un
represor de la floracién en F. vesca (lwata et al., 2002; Koskela et al., 2012; Mouhu et al,,
2013; Rantanen et al., 2015) y F. x ananassa (Koskela et al., 2016) al activar via Fv/FaSOC1
la expresidon de Fv/FaTFL1. En la fresa cultivada la expresion de FaFT1 queda relegada a LD
y se correlaciona positivamente con la de FaSOC1y FaTFL1 (Koskela et al., 2016). Por tanto,
la actividad de FT1 y SOC1, fundamentales en la induccién de la floracién en Arabidopsis,
muestran un comportamiento totalmente contrarios en el género Fragaria. La expresion
de FaFT3, por el contrario, se ha localizado en el meristemo de plantas crecidas bajo
condiciones inductoras de floracion (SD), y se correlaciona positivamente con una elevada
expresion en el meristemo de FaAP1, lo que indica que la induccion floral a tenido lugar
(Nakano et al., 2015). Por otra parte, FaFT2 se expresa 100 veces mas en botones florales
gue en la hoja o el meristemo (Koskela et al., 2012), esto unido a que su expresion fue
detectada en plantas que estaban diferenciando estambres y con unos elevados niveles de
FaAP1 (Nakano et al., 2015), inclinan a pensar que este gen actua después de que la
induccion floral ocurra. Nuestros resultados confirman que FaCO ve alterada su expresion
a lo largo del dia, en ambos fotoperiodos analizados (Figura 11). Este patrén ha sido
observado en soja (Wu et al., 2014), uva (Almada et al., 2009) y patata (Gonzalez-Schain et
al., 2012; Abelenda et al., 2016). En F. vesca también se observa el mismo patron de
expresion, con un pico de expresion fuerte de FvCO (gene04172-v1.0-hybrid) justo al
amanecer y un valle de expresion en las horas centrales del dia, la recuperacion de la
expresion durante la noche no fue muestreada, aunque puede intuirse dada la elevada
expresion de la mafiana (Rantanen et al.,, 2014). La oscilacion diurna exhibida por FaCoO,

FvCO, GmCOL1a y b, VvCO y StCOL1 es sorprendentemente diferente a la mostrada por
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AtCO, ya que este presenta un pico de expresion al final del periodo de luz durante la tarde
(solo en LD), que genera una acumulacién de proteina CO, que termina activando a FT y
desencadenando la floracidn (Suarez-Lépez et al., 2001; Valverde et al., 2004). Pero tanto
en fresa, soja, uva y patata, los picos de expresién de CO se producen al amanecer, no en
la tarde, por lo que la acumulacién de CO debe producirse de forma distinta a Arabidopsis,
por la manana. En arroz, otra planta con floracion de SD, se ha comprobado que la ruta
metabdlica para la activacion y regulacion de la floracién por el fotoperiodo, estd
ampliamente conservada, pero OsHd1 (ortélogo a AtCO) tiene un comportamiento dual y
contrario al mostrado en Arabidopsis, inhibe la expresion de OsHd3a (ortélogo a AtFT) en
LDy la activa en SD (Yano et al., 2000; Izawa et al., 2002). Cémo OsHd1 es capaz de realizar
la accién contraria en LD y cdmo pueden estabilizarse los niveles de proteina en oscuridad
para poder actuar en arroz, necesita de estudios mas exhaustivos, aunque parece que estar
relacionado con la actividad de algun fitocromo (Hayama et al., 2003; Hayama y Coupland,
2004; Nemoto et al., 2016). Recientemente Abelenda et al. (2016) han sugerido que, en
patata, la actividad de phyB (fitocromo B) es capaz de estabilizar los niveles de StCOL1 justo
al amanecer bajo condiciones de LD, actuando como un represor de la tuberizacion. En la
soja (especie que florece en SD) la elevada expresion de GmCOL1a y GmCOL1b justo al
amanecer coincide con una elevacion de la expresion de GmFT5a (homdlogo a AtFT) a la
vez que la expresion ectdpica de estos dos genes CO-like restablece la floracidon del mutante

co-1 de Arabidopsis.

Nosotros hemos comprobado como la expresion de FaCO se ve afectada por el
ritmo circadiano, encontrando que la mayor expresidn se localiza justo en el amanecer, y
no en la tarde como ocurre en Arabidopsis (Suarez-Lopez et al., 2001; Valverde et al., 2004).
En soja y patata, los respectivos homdlogos a CO consiguen estabilizar sus niveles de
proteina al amanecer (Wu et al., 2014; Abelenda et al., 2016). Es de suponer que FaCO
puede actuar de la misma forma, estabilizandose durante la manana y actuar, induciendo
floracion bajo condiciones de SD. Si esta fuera su funcién, FaFT3 seria el gen diana mas
probable, sobre el que FaCO ejerceria su funcién promotora, ya que es el Unico de los tres
que parece estar correlacionado positivamente con la floracién (Nakano et al., 2015). Sin
embargo, la baja expresion en hoja de FaFT3 haria necesaria la intervencion de otro gen
gue traslade la informacién desde la hoja al meristemo, ya que la expresion de FaCO
observada en la corona fue baja (Figura 10). Aun asi, seria muy interesante realizar un (i)
estudio mas exhaustivo sobre los niveles de expresidn antes y después del amanecer (tanto
en SD como LD) para monitorizar con mayor exactitud el pico de expresién de FaCO. (ii) La
realizacion de experimentos complementarios para comprobar la estabilizacién de FaCO
durante la mafana y analizar una correspondiente inducciéon de FaFT3 en el meristemo.

(iii) caracterizar de manera similar los otros dos genes de fresa identificados en el grupo |
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de la familia COL (Figura 8). Estos experimentos serian de gran ayuda a la hora de

comprobar el papel que ejerce el gen CONSTANS en Fragaria.

4.3 La sobre-expresion de FaCO afectd negativamente al tamaiio de la plantay a

la capacidad de reproduccion asexual de Fragaria x ananassa.

La sobre-expresion de FaCO en F. x ananassa al principio afectdé al crecimiento
vegetativo de las plantas transgénicas, que vieron sensiblemente reducido su tamafio
durante todo su primer afio de vida (Figura 14). Con la llegada de verano (LD) cuando las
plantas dejaron de florecer y retomaron el crecimiento vegetativo, este continué afectado:
las plantas siguieron mostrando un tamafio reducido, produjeron pocas hojas nuevas y la
mayoria de las lineas estolonaron mal, incluso tres lineas no estolonaron (Figura 13). Hsu
et al. (2012) han descrito un comportamiento similar en chopo. La sobre-expresion de CO1
y CO2 en Populus spp. resultd en arboles significativamente mds pequefos y con un
didmetro de tronco menor a los controles. En los siguientes afios de evaluacién, no se
observo efecto sobre el tamafio de las lineas ni en su capacidad para estolonar (a excepcién
de la linea 12, que produjo un nimero de estolones menor). Esto fue debido en parte a la
incapacidad de algunas lineas para multiplicarse vegetativamente el primer afio, lo que nos
impidid continuar con su evaluacion en afios posteriores. Puede que por este motivo se
perdieran lineas que desde el punto de vista de experimento fueran mas interesantes, ya
que podrian estar manifestando alguna alteracién del metabolismo producida por la sobre-
expresion del transgen. Este efecto negativo sobre el estolonado no se observé en ninguna
de las tres campanas sobre los controles ni sobre ninguna de las lineas transgénicas que
sobre-expresaban los otros genes, sugiriendo que fue un efecto especifico causado por la
expresion constitutiva/ectopica de FaCO. Por lo tanto, podemos concluir que la sobre-

expresion de FaCO afecté negativamente a la produccién de estolones en fresa.

El estolonado es un proceso similar a la tuberizacidon en patata son una forma de
reproduccidn vegetativa (Gonzdlez-Schain et al., 2012; Abelenda et al., 2016). StCOL1
reprime la tuberizacion en LD y la sobre-expresién de StCOL1 reprime la tuberizacién bajo
condiciones inductoras de la misma (SD) (Abelenda et al., 2016). Puede ser que de alguna
forma, la sobre-expresién de FaCO afecte negativamente al estolonado directa o
indirectamente, a través de la reduccidon del crecimiento vegetativo. De ser asi, la sobre-
expresion de FaCO podria estar reprimiendo a FaFT1 en hoja y con ello afectar
negativamente el estolonado, al verse deprimida la expresion de FaSOC1 via FaFT1, como
explicaremos mas adelante al hablar del efecto de FaSOC1 sobre el estolonado y la floracién
(Mouhu et al., 2013; Rantanen et al., 2014).
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Aunque al principio, las lineas presentaron un tamafio y vigor menor, esto no
impidid que florecieran, en la mayoria de los casos antes que los controles. En las siguientes
campanas de andlisis, la precocidad de las lineas se redujo, una Unica linea el segundo afio
y ninguna el tercero. Las lineas no mostraron un comportamiento muy homogéneo a lo
largo del experimento, comportandose una misma linea de manera muy distinta en afios
consecutivos, por ejemplo linea 13 vio adelantada su floracion los dos primeros afios pero

no el tercero.

En general, con la llegada del verano las plantas 355:FaCO dejaban de florecer al
mismo tiempo que los controles, produciendo menos flores en los ultimos dias de la
temporada, al igual que éstos. Por lo tanto, la sobre-expresion de FaCO no afectd de
manera estable al inicio de la floracién y no parece ser suficiente para inducir floracién

perpetua en ‘Camarosa’.

La expresidon mayoritaria en hoja y focalizada en un pico justo al amanecer
observada en FaCO es compatible con una funcién en la induccidn de la floracion, mediado
por FaFT3 en condiciones de SD, al menos en las variedades con floracidn estacional. Las
plantas transgénicas 355:FaCO no florecieron antes de manera consistente durante los tres
afos del andlisis, ni mas que los controles durante los dias largos del verano, por lo que
FaCO no parece guardar ninguna relacién con la floracién perpetua en la fresa cultivada. Si
bien el efecto sobre la floracién no fue claro, la expresion ectdpica de FaCO afectd al
tamarfio y la capacidad de reproduccion asexual de la fresa, sugiriendo que el gen FaCO
tiene una funcidn en la regulacidon negativa (inhibicion) del estolonado y el crecimiento
vegetativo. Esto mismo se ha visto en la patata (Gonzalez-Schain et al., 2012; Abelenda et

al., 2016) y el chopo (Hsu et al., 2012), respectivamente.

4.4 FaFD2 forma parte de la familia de factores de transcripcion bZIP de

Fragaria x ananassa.

FLOWERING LOCUS D (FD) es un factor de transcripcion bZIP, familia de proteinas
gue regulan muchos procesos en la plantas, desde defensa frente a patdgenos, estrés
abidtico, sefializacion hormonal o floracion (Jacoby et al., 2002; Nijhawan et al., 2008; Wei
etal., 2012; Wang et al., 2011; Liu et al., 2014; Baloglu et al., 2014). La familia bZIP ha sido
ampliamente identificada o predicha en muchos genomas, con 75 miembros identificados
en Arabidopsis (Jacoby et al., 2002), 89 en arroz (Nijhawan et al., 2008), 92 en sorgo (Wang
etal., 2011), 64 en pepino (Baloglu et al., 2014), 55 en vitis (Liu et al., 2014) y 125 en maiz
(Wei et al.,, 2012). Sin embargo, muy pocos genes de esta amplia familia han sido
caracterizados funcionalmente. Cuando se secuencid el genoma de la especie diploide
F. vesca se predijeron un total de 37 factores de transcripcion de la familia bZIP en esta

especie (Shulaev et al., 2011). Por lo tanto, esta familia de factores de transcripcion parece
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tener menos representantes en la fresa que en otras especies. Los factores de transcripcion
bZIP se han clasificado en 13 grupos (del A al L, y el S) dentro de las angiospermas, que
representan 34 posibles grupos de ortdlogos (Corréa et al., 2008). El TF AtFD pertenece al
grupo A2 y las proteinas mas similares de Arabidopsis AtAREB3 y AtDBBF4 pertenecen al
Al.

El dominio bZIP da nombre a la familia y por tanto lo conservan todos los miembros
de la misma. Este dominio, de 40 a 80 aa de longitud, esta formado por dos regiones bien
diferenciadas contiguas. La primera parte, responsable de la unién especifica al ADN diana,
esta formada por 16 aa basicos (aproximadamente) que contiene una sefial de localizacidon
nuclear seguida de un motivo de secuencia invariable (N-X7-R/K-Xs) de unién a ADN. La
segunda parte, llamada ‘leucine zipper’, forma una cola antipdtica, creada por la repeticidn
de aa hidrofébicos (normalmente leucinas; L-Xs-L-X6-L) y que ayudan a la interaccidn
proteina-proteina, favoreciendo la formacién de homo o heterodimeros (Jacoby et al.,
2002). El grupo de proteinas FD-like A2 poseen otros tres motivos muy bien conservados
principalmente en dicotileddneas (Tsuji et al., 2013). El primero se encuentra en el extremo
N-terminal, se le suele nombrar como motivo A y cuya secuencia es:
(M/V)EEVWKDINLASLHD. El segundo motivo (llamado SLS) se encuentra en mitad de la
proteina y su secuencia es: T(A/V)LSLN. Por ultimo, en el extremo C-terminal se localiza el
motivo SAP [de secuencia: (S/T)LXRXX(S/T)(A/T)(P/Q)F] (Tsuji et al., 2013; Jacoby et al.,
2002). El motivo SAP juega un papel determinante en la funcionalidad de la proteina. La
sustitucion de la treonina (o serina) por alanina (en rojo en la secuencia) produce la perdida
de la funcionalidad de la proteina en Arabidospsis (Abe et al., 2005) y arroz (Tsuji et al.,
2013).

Dos genes con similitud a AtFD fueron identificados en el genoma de F. vesca en
este trabajo: genel4556-v1.0-hybrid y gene08566-v1.0-hybrid con similitudes del 47 y 40%,
respectivamente. Comparaciones de las proteinas predichas para ambos genes con
proteinas FD de otras especies mostraron, que si bien ambos pertenecen al grupo A2, el
primero de ellos presentaba una secuencia mejor conservada con AtFD (Figura 18).
Basandonos en estudios previos disponibles (Mouhu et al., 2009), clonamos un gen de la
especie cultivada F. x ananassa: FaFD2. Tanto FaFD2 como su ortélogo en F. vesca
(gene08566 o FVFD2) conservan la secuencia del dominio bZIP en su totalidad, lo que los
identifican como una proteina bZIP, sin embargo presentan algunas diferencias en los otros
motivos propios del grupo A2. El motivo A presenta tres aa de diferencias, al igual que el
motivo SLS, sin embargo los cambios se producen entre aa del mismo grupo quimico. En lo
gue respecta al motivo SAP, FaFD2 presenta un motivo mds corto pero conserva la serina
susceptible de fosforilacion e implicada en la unién a FT (Abe et al., 2005; Tsuji et al., 2013;)

(Figura 18). Estudios similares recientes comparando numerosas proteinas FD ha mostrado
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gue la inmensa mayoria de secuencias tienen conservado dicho dominio (Abe et al., 2005;
Wigge et al., 2005; Li y Dubcovsky, 2008; Taoka et al., 2011Tsuji et al., 2013; Varkonyi-Gasic
et al., 2013; Sussmilch et al., 2015). Por tanto, FaFD2 pese a las diferencias, conserva el aa
clave (serina o treonina) en la funcionalidad del motivo SAP. El andlisis de la secuencia de
FaFD2 en comparacion con otras proteinas caracterizadas sugieren que podria tratarse de

una proteina bZIP funcional en Fragaria x ananassa.
4.5 FaFD2 y FaFD presentan patrones de expresion muy distintos.

Los genes FD-like presentan patrones de expresién muy distintos, desde genes con
expresion reducida casi por completo a un Unico tejido, como otros genes con expresion
en la mayoria de los tejidos que conforman la planta (Liu et al., 2014; Tsuji et al., 2013;
Nijhawan et al., 2008). En Arabidopsis la expresiéon de FD se restringe principalmente al
nucleo de las células del meristemo apical (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). Al analizar
la expresién mediante qRT-PCR de los dos genes de fresa con mayor homologia a AtFD,
observamos que FaFD presentd un patron muy similar de expresién en el cultivar de fresa
‘Chandler’ al descrito en Arabidopsis y guisante (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005;
Sussmilch et al., 2015). Sin embargo FaFD2 presentd un patrén de expresion mdas amplio.
Mientras FaFD restringe su expresion a los meristemos (coronas diseccionadas) y en menor
medida en fruto verde, FaFD2 se expresd en todos los tejidos, con la mayor expresion en
hoja joven, seguida de raiz y meristemos (Figura 19), este patrdon de expresién también se
ha observado en arroz donde OzFD1 implicado en la activacién de la floracion (Taoka et al.,
2011) se expresa menos en raiz, mientras que en hoja y meristemo se expresa con la misma
intensidad (Tsuji et al., 2013) y en menor medida en trigo, donde no se tienen datos de la
raiz (Li y Dubcovsky, 2008). Las diferencias mostradas por FaFD2 nos inclinan a pensar que
nos encontramos ante un gen distinto al que en un principio intentdbamos caracterizar.
Aun siendo distinto, la expresion relativa de FaFD2 en corona fue también importante,
aproximadamente un 50% de la observada en hojas, por lo que ambos genes podrian
realizar la misma funcién o funciones complementarias, ayudando a la modulacién e
integracidn de distintas sefiales. Alternativamente, al presentar un dominio SAP mas corto
seria interesante comprobar en el futuro que la proteina conserva la capacidad de unién a

los genes FT-like.

Por otro lado, segun describen Abe et al. (2005) y Wigge et al. (2005), la expresion
de AtFD no se ve afectada a lo largo del dia, ni por el fotoperiodo. En F. vesca ocurre algo
similar, los niveles de expresidon no cambian con el fotoperiodo, pero son sensiblemente
menores a temperaturas bajas (en un cultivar de SD, Rantanen et al., 2015). Sin embargo
en la fresa cultivada, hemos encontrado que al menos en las variedades con floracion
neutra (‘Fern’ y ‘Selva’) la expresion de FaFD si se ve alterada por el fotoperiodo, con una

mayor expresion en condiciones de SD que en LD (Figura 20). El experimento efectuado no
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nos permite discernir si el fotoperiodo afecta directamente o indirectamente a los niveles
de mensajero de este gen. Ademas, las diferencias observadas en las variedades de DN

fueron limitadas, de aproximadamente un 30%.

La expresion de FaFD2 en hoja, raiz y corona también se vio afectada por el
fotoperiodo tanto en las variedades de floracién estacional, como en las de floracidn
neutra. En todos los casos, la expresion fue al menos el doble en hojas y coronas en
condiciones de SD comparada con LD (Figura 21). A lo largo del ciclo dia/noche, salvo en el
cultivar Selva en SD, la expresidon de FaFD2 fue menor tras cuatro horas del amanecer,
recobrando los niveles maximos pasadas otras cuatro horas mds, manteniéndose en
similares valores de expresion el resto del dia. Las mayores diferencias de expresidon no
fueron en ningun caso superiores al 50%. En el cultivar Selva, la expresiéon de FaFD2 se
mantuvo constante durante todo el dia en condiciones de SD (Figura 22). Aunque las
diferencias de expresién de FaFD2 fueron modestas, el nivel mas alto de expresion de
FaFD2 coincide con el periodo de luz solo en condiciones de LD en ambas variedades
estudiadas y por tanto no coinciden con los niveles mas altos de FaCO (Figura 11) que
ocurren al final del periodo de oscuridad. La relevancia de estos resultados no parece clara
en estos momentos mas aun teniendo en cuenta que la expresién de FaFD2 es mayor en

SD, condiciones inductoras de la floracion en F. vesca.

Aunque la funcién primordial de FD en Arabidopsis es actuar conjuntamente con FT
para activar la floracién en LD, se ha visto que tanto FD como su paralogo FDP, son capaces
de unirse y actuar conjuntamente con TFL1, actuando en este caso como represor de la
floracion y asegurando la indeterminaciéon del meristemo (Hanano y Goto, 2011). La
interaccion se produce de una manera competitiva, favoreciéndose la formacidn de cada
complejo segun la proteina que predomine. Por ejemplo, en Arabidopsis las altas
temperaturas favorecen la formaciéon del complejo FT/FD (Hanano y Goto, 2011). En fresa
se han descrito tres proteinas FT-like (Fv/FaFT1, 2 y 3) y otras tres TFL1-like (lwata et al.,
2012, koskela et al., 2012; Nakano et al., 2015). Por tanto, tanto FaFD como FaFD2 podrian
unirse en el meristemo o en la hoja al menos a estas seis proteinas distintas, realizando en
cada caso funciones distintas o incluso antagénicas, dependiendo de la proteina dominante
en cada tejido y momento. En arroz, se han descrito tres genes con homologia a AtFD,
nombrados como OsFD1, OsFD2 y OsFD3 (Tsuji et al., 2013). Al menos FD1 y FD2 son
capaces de unirse a Hd3a (homdlogo a AtFT) y realizar funciones diferentes: OsFD1 actua
como inductor de la floraciéon en SD y FD2 esta implicado en el desarrollo foliar, mostrando
una clara divergencia funcional entres dos proteinas similares. La expresién de estos dos
genes de arroz coincide con la mostrada por FaFD2, con expresiones similares en hoja, raiz
y meristemo. FaFD2 en hoja y meristemos, en condiciones de LD, podria estar reprimiendo

la floracidn al unirse a FT1 y/o TFL1, mientras que FaFD o FaFD2 podria promover la
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floracién al interaccionar con FaFT3 en el meristemo bajo condiciones de SD. Se ha visto
que los niveles de FvFD en meristemo se reducen cuando las temperaturas bajan de los 10
grados centigrados, lo que esta asociado con una induccién de la floracion independiente
del fotoperiodo (Heide y Sgnsteby, 2007) lo que induce a pensar que FvFD interviene en la
regulacion de la floracion dependiente de fotoperiodo, donde Fv/FaFT3 parece tener un
papel destacado (lwata et al., 2012, koskela et al., 2012; Nakano et al., 2015). Sin embargo,
esta hipotética capacidad de interaccidén y/o competicidn entre las proteinas FT-like y TFL1-
like por su unién a FD-like, demostrada en especies tan diferentes como Arabidopsis (Abe
et al., 2005; Wigge et al., 2005; Hanano y Goto, 2011), guisante (Sussmilch et al., 2015) u
arroz (Tsuji et a., 2013), debe ser corroborada en Fragaria, tal y como se hizo
recientemente en rosa (Randoux et al., 2014) mediante ensayos con levaduras y la técnica
FLIM (Fluorescence lifetime imaging microscopy). Aunque, al tratarse de especies tan
cercanas filogenéticamente y con mecanismos tan similares en la regulacién de la floracién
(lwata et al., 2012; Koskela et al., 2012; Randoux et al., 2014; Rantanen et al., 2014; Koskela

et al., 2016) es muy probable que asi ocurra.
4.6 Efectos de la sobre-expresion de FaFD2.

La sobre-expresion de FaFD2 en F. x ananassa no afectd al vigor o crecimiento
vegetativo de las lineas transformadas. En los tres afios de experimento, no se observaron
diferencias en el tamafio de las hojas ni de las plantas, las lineas transgénicas estolonaron
normalmente y pudieron ser multiplicadas vegetativamente (Figura 24 y 25). Como hemos
explicado a lo largo de los resultados, durante el multiplicado de las lineas a evaluar al
finalizar la primera campana, se produjo en el invernadero de reclusion un brote muy
importante de arafia blanca. Esta plaga es muy dificil de controlar y erradicar, de hecho, los
tratamientos continuos durante los tres afios de andlisis mejoraban temporalmente los
sintomas al disminuir la plaga pero ésta volvia a reaparecer al cabo de un tiempo. La
reproducciéon de esta plaga, se ve favorecida por temperaturas entre 20 - 30 °C y una
humedad relativa superior al 80 % (condiciones habituales en el invernadero). Ademas, en
regiones templadas, donde los inviernos son suaves, la plaga no hiberna y se reproduce
todo el afio, lo que explica los sucesivos rebrotes (el ciclo de vida dura unos 21 dias)
(Pritchard, 1949). Todas las plantas que componen el experimento se encontraban
contiguas unas a otras, por tanto la plaga debié afectar a todas por igual. Sin embargo, las
lineas 35S:FaFD2 han sido las que menos sintomas han presentado en lo que ha durado el
experimento. Se sabe que en la familia bZIP existen proteinas encargadas de la respuesta
frente a diversos estreses, entre ellos el estrés bidtico provocado por patégenos (Liu et al.,
2014; Baloglu et al., 2014; Wei et al., 2012; Wang et al., 2011; Nijhawan et al., 2008; Jacoby

etal., 2002). Es por tanto posible que la sobre-expresidén de FaFD2 tuviera alguna influencia
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en la tolerancia a esta plaga. En todo caso seria pequefia y no se ha realizado un estudio

exhaustivo de la plaga que aporte luz en este sentido.

En lo que respecta a la induccién floral hemos comprobado que la sobre-expresion
de este gen parece tener un efecto positivo en el adelanto de la floracidn, ya que fueron
varias las lineas que florecieron antes que los controles (Figura 23, 25 y 26). Sin embargo,
al igual que ocurre en el caso de 355:FaCO el comportamiento de las lineas no ha sido muy
estable en los tres afios. Algunas de las lineas 355:FaFD2 fueron las mds precoces de todas
las lineas de las distintas transgénicas, llegando en algunos casos a florecer 45 y 68 dias
antes, como la linea 18 durante el primer y el segundo aio, respectivamente. En general,
las plantas 35S:FaFD2 alargaron su fase reproductiva, al adelantar su floracidn, pero al igual
que las lineas 355:FaCO cesaron de florecer al mismo tiempo que los controles. Por lo que
la sobre-expresion de FaFD2 no fue suficiente para inducir floracion perpetua en un cultivar
de floracién estacional como ‘Camarosa’. Esto tiene sentido en el contexto de FT-like y
TFL1-like compitiendo por su unién e interaccién con FD (Abe et al., 2005; Wigge et al.,
2005; Hanano y Goto, 2011; Tsuji et a., 2013; Sussmilch et al., 2015) y debido a la alta
expresion de FaTFL1 en LD (Koskela et al., 2016).

Por tanto, los resultados obtenidos de la sobre-expresion del gen FaFD2 en fresa
sugieren que esté gen es capaz de acelerar la floracion y puede representar una
herramienta util para generar fresas mas precoces. La sobre-expresién sin embargo no
afectd significativamente la floracién en condiciones no inductoras (LD). Ademas, estudios
adicionales en los que se controle la temperatura serian utiles para comprobar el efecto de
las temperaturas altas sobre las lineas transgénicas, ya que se conoce el efecto negativo
gue tiene sobre la floracién (Hytonen y Elomaa, 2011; Rantanen et al., 2015). La expresién
ectdpica de un gen puede provocar efectos que normalmente no realiza debido a estar
expresado de manera constitutiva. Estudios funcionales adicionales como el silenciamiento
de FaFD2 serian necesarios en un futuro para esclarecer su papel real en la induccion floral

en la fresa.

4.7 Factores de transcripcion MADS tipo MICK® en Fragaria vesca y su papel en el
desarrollo vegetativo y la floracion.

En Arabidopsis los genes MICK® tienen funciones muy diversas, intervienen en el
desarrollo de la raiz (Tapia-Lépez et al., 2008), la semilla (kohler et al., 2005) y el
endospermo (Bemer et al., 2008). Actuan como reguladores de ciclo celular y el destino
meristematico (Gu et al., 1998; Ferrandiz et al., 2000; Melzer et al., 2008). Algunos son
genes homedticos, integrantes del Modelo ABCDE y otros con responsabilidad en la

induccion e inicio de la floracidn (Yanofsky et al., 1990; Jack et al., 1992; Mandel y Yanofsky,
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1998; Ditta et al., 2004; Adamczyk et al., 2007; Han et al., 2008). En Arabidopsis existen al
menos nueve subfamilias con representantes implicados en estas dos ultimas funciones
(Smaczniak et al., 2012; Becker y TheiBen, 2002). A lo largo de este trabajo hemos hecho
referencia a algunos de ellos, como FLC, SVP, AGL24, AGL6 0 SOC1. En el genoma de F. vesca
existen predicciones génicas dentro de las todas las subfamilias relacionadas con la
floracion (Shulaev et al.,, 2011), excepto en la subfamilia FLC, en la que no hemos
encontrado ninguna predicciéon al igual que le ocurrié a Mouhu y colaboradores (2009).
Debido a la alta sintenia existente entre F. vesca y F. x ananassa (Rousseau-Gueutin et al.,
2009; Tennessen et al., 2014; Sanchez-Sevilla et al., 2015) es esperable que la mayoria de
los genes MICK® se encuentren conservados en el género Fragaria (Figura 27). Esto no
quiere decir que las funciones de los genes se encuentren igualmente conservadas. El gen
SOC1 es un ejemplo de las divergencias existentes entre Arabidospsis y el género Fragaria,

como explicaremos mas adelante.
4.8 FaSOC1 es el gen ortélogo a SOC1 en Fragaria x ananassa.

Alineando la secuencia proteica y mediante andlisis filogenéticos, hemos
conseguido mostrar como FaSOC1 es un miembro de la subfamilia SOC/TM3, perteneciente
a los genes MADS de dicotileddneas. La secuencia proteica de FaSOC1 contiene un dominio
MADS muy conservado en el extremo amino terminal, seguido de un dominio INTEVENIG,
un dominio KERATIN-Like (en su parte central), y un dominio C-TERMINAL, lo que le
confiere la estructura modular tipica de los TF MADS tipo MICK® (Smaczniak et al., 2012).
Al final del dominio C-TERMINAL se observa un motivo, llamado motivo SOC1, muy
conservado en FaSOC1 y solo presente en la subfamilia SOC1/TM3, este motivo juega un
papel determinante en la funcionalidad y especificidad de la proteina (Vanderbussche et
al., 2003). Ademas, sobre la secuencia encontramos conservados residuos relacionados con
la localizacidn celular, la fosforilacion y la glucosilacion de la proteina (Lei et al., 2013). Al
realizar analisis filogenéticos, observamos como FaSOC1 se localiza en el mismo clado que
proteinas SOC1 caracterizadas en otras rosaceas, entre ellas F. vesca (FvSOCla en la Figura
28; Mouhu et al., 2013) y dentro de la subfamilia SOC/TM3, de dicotileddneas. Todos estos
datos indican que el gen FaSOC1 de fresa es un gen MADS tipo MICK® con todos sus

dominios funcionales y el ortélogo a SOC1 en F. x ananassa.
4.9 Implicaciones del patron de expresion observado en FaSOCI.

En Arabidopsis el gen SOC1 se expresa fundamentalmente en el meristemo apical
donde actia como un potente activador floral e integrando sefiales provenientes de varias
rutas metabdlicas (Yoo et al., 2005; Lee y Lee, 2010; Immink et al., 2012; Figura 1). En F. x
ananassa cv. Chandler, FaSOC1 presentd altos niveles de expresidn en hoja, raiz y corona

(ligeramente menores en este ultimo tejido), siendo bajos en flores y frutos (Figura 30).
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Patrones de expresién muy similares se han encontrado en otras especies de rosaceas
como F. vesca (Mouhu et al., 2013), Prunus armeniaca (Trainin et al., 2013) o Pyrus pyrifolia
(Ubi et al., 2013) y especies como el kiwi (Voogd et al., 2015), el chopo (Ceske et al., 2003)
o el cedro japonés (Katahata et al., 2013). La alta expresidon en tejidos diferentes al
meristemo apical, presente en numerosas plantas, nos indicaria que SOC1 ejerce funciones
adicionales y/o diferentes a las realizadas en Arabidospsis. Por ejemplo, en chopo PTM5
(homologo a SOC1) parece estar implicado en el desarrollo del sistema vascular (Cseke et
al., 2003) asi como en kiwi, la expresidn ectépica de varios genes SOC1-like (AcSOCle, i y f)
no adelantaron la floracion y ademas AcSOC1i redujo la dormancia de las yemas, en

ausencia de vernalizacion.

Recientemente, Lei et al. (2013) identificaron un gen idéntico al nuestro en el
cultivar ‘Camarosa’. Al analizar la secuencia, observamos que Unicamente presentan un
SNP de diferencia y que éste no se traduce en diferencias aminoacidicas, se trata por tanto
de un SNP silencioso entre dos alelos de un mismo gen. La sobre-expresién ectépica de
FaSOC1 (y también la de FvSOC1) fue suficiente para adelantar la floracidn de Arabidopsis
(Leietal.,, 2013; Mouhu et al., 2013). Lo mismo ocurre con los ortélogos a AtSOC1 del cedro
japonés (Katahata et al.,, 2013), vitis (Sreekantan y Thomas, 2006) o kiwi (Voogd et al.,
2015). Aun asi, en F. vesca, SOC1 esta implicado en la represién de la floracion y la
activacion del crecimiento vegetativo (Mouhu et al. 2013). La sobre-expresion de FvSOC1
reprime la floracion en SD, mientras que el silenciamiento causa floracién perpetua.
Andlisis moleculares de estas transgénicas revelaron que FvSOC1 activa la expresidon de
FVTFL1 en el meristemo y este en ultima instancia reprime la floraciéon (Mouhu et al., 2013;
Rantanen et al., 2015). Estos resultados sugieren que los genes SOC1-like de rosaceas,
aungue presenten la misma estructura proteica y conserven todos los dominios y motivos
propios del grupo, han divergido funcionalmente, pasando a realizar otras funciones. En el
caso del genero Fragaria totalmente opuestas a las descritas en Arabidopsis (Yoo et al.,
2005; Lee y Lee, 2010; Immink et al., 2012).

Al contrario que ocurre en Arabidopsis, donde el pico de expresidn se produce en
condiciones inductoras de floracion (al tratarse de un activador de la floracién), la
expresion FVSOC1 es mayor en condiciones no inductoras de floracién (LD) (Mouhu et al.,
2013). En este trabajo, hemos puesto de manifiesto como en la fresa cultivada FaSOC1
también presenta mayor expresion en condiciones de dia largo en hoja, raiz y corona
(Figura 31), al igual que ocurre en F. vesca. Los cuatro cultivares analizados mostraron el
mismo patron de expresion. Al producirse el mismo comportamiento en variedades con
distinto comportamiento frente al fotoperiodo, podemos concluir que SOC1 no es
responsable de estas diferencias varietales, ni en F. vesca (FvSOC1) ni en la fresa cultivada
(FasoC1).
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También hemos confirmado que la expresion de FaSOC1 no varia a lo largo del ciclo
dia/noche, presentando minimas diferencias a lo largo del dia, tanto en SD como LD (Figura
32). Mouhu et al. (2013) describen una pequefa bajada de expresién durante las horas
centrales del dia, en condiciones de LD mientras la expresidn se mantiene invariable en SD.
Al observar en detalle los datos aportados por Mouhu (2013), no es posible asegurar esto,
ya que la variabilidad de las medidas de LD hace imposible establecer diferencias

significativas entre los puntos de muestreo.

4.10 La sobre-expresion de FaSOC1 retrasa la floracion e induce el crecimiento

vegetativo en Fragaria x ananassa.

‘Camarosa’ es un cultivar de floracion estacional de SD, su floracidn se induce por
tanto en otofio y se inicia con la entrada del invierno. Al llegar los dias largos, la floracidon
se interrumpe, la planta crece vegetativamente y comienza a estolonar (Figura 4). Durante
los tres afios que se han evaluado las lineas transgénicas 355:FaSOC1 hemos puesto de
manifiesto como este ciclo de crecimiento normal se ve alterado por la sobre-expresion de
FaSOC1 (Figura 33, 35,36 y 38). La sobre-expresién de FaSOC1 retrasa la floracion, favorece
el crecimiento vegetativo y la formacidn de estolones. El efecto sobre la floracidn se repitid
durante 2 de los 3 afios en al menos 2 de las lineas analizadas. En cuanto al efecto positivo
de FaSOC1 sobre el estolonado, llegamos a observar plantas que estolonan antes y durante
la floracion, con peciolos e inflorescencias alargadas, un crecimiento vegetativo acentuado
y continuo. El comportamiento observado en FaSOC1 es opuesto al observado en
Arabidopsis (Yoo et al., 2005; Lee y Lee, 2010; Immink et al., 2012), Sinapis alba (Menzel et
al., 1996), arroz (Lee et al., 2004) o incluso en la especie perenne Cardamine flexuosa (Zhou
et al., 2013), especies donde SOC1 actia como un importante activador de la floracién. Al
igual que lo que hemos observado en F. x ananassa, la sobre-expresion de FVSOCI reprime
la floracién bajo SD en F. vesca, mientras que la inhibicion de FvSOC1 (mediante ARN
interferente) induce floracion perpetua (Mouhu et al.,, 2013), igual que ocurre en las
accesiones de F. vesca con el represor de la floracién FvTFL1 mutado (lwata et al., 2012;
Koskela et al., 2012). Mouhu et al. (2013) comprueban como la expresion de FVTFL1 se
relaciona positivamente con la expresion de FvSOC1, aumentando en las plantas que sobre-
expresan FvSOC1 y disminuyendo de igual forma en las lineas inhibidas mediante ARN
interferente, mientras que FVAP1 sufre la regulacidn opuesta. A la vista de estos resultados
Mouhu (2013) concluyen que FVvSOCI actua como activador de FVTFL1 para reprimir FVAP1
y por tanto la floracién bajo LD; mientras que tanto FVSOC1 como FvTFL1 son reprimidos
en SD produciéndose la floraciéon. Nuestros resultados indican que este modelo podria
estar ocurriendo también en F. x ananassa, ya que la sobre-expresion de FaSOC1 retrasé
la floracién en SD, aunque no consigue suprimirla por completo. Es necesario un estudio

para corroborar la actuacién de FaSOC1 sobre FaTFL1 y FaAP1 pero al tratarse de especies
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tan proximas filogenéticamente y con una sintenia tan acentuada (Rousseau-Gueutin et al.,
2009) es muy probable que los mecanismos se conserven. Otra posible explicacion del
retraso en la floracién observado, seria la induccidn de la sintesis de giberelinas y el efecto

positivo que ejercen sobre el crecimiento vegetativo, como explicaremos a continuacion.

En la fresa, la floracion esta intimamente relacionada con cambios en el crecimiento
vegetativo dentro del ciclo anual de crecimiento (Hytonen y Elomaa, 2011). Durante los
dias largos del verano, los meristemos axilares se transforman en estolones, mientras que
en condiciones de SD, estos mismos meristemos dan lugar a coronas secundarias (Konsin
et al.,, 2001; Hytdnen et al., 2004 y 2009). En fresa se sabe que estos cambios anuales estan
controlados en parte por las giberelinas, las cuales activan el crecimiento vegetativo,
promueven la elongacién de los peciolos (Guttridge y Thompson, 1964; Wiseman y
Turnbull, 1999a), y la diferenciacidn de los meristemos axilares a estolones (Hytdnen et al.,
2009) e inhiben la floracién (Braun y Kender, 1985; Braun y Garth, 1986). Sumado al efecto
sobre el retraso de la floracion, las lineas 35S:FaSOC1, ven alterado el crecimiento
vegetativo y la produccién de estolones (Figura 36). Mientras los controles dejaban de
estolonar con la llegada de los dias cortos, las lineas transgénicas continuaban estolonando,
incluso mientras los controles florecian, llegando algunas transgénicas a estolonar a la vez
que florecian. Lo que nos demuestra que cuando se rompe el control fotoperiddico sobre
SOC1 el crecimiento vegetativo se reactiva en SD, mientras que la floracidon se retrasa. Por
tanto, el fenotipo observado en las lineas transgénicas sugiere que FaSOC1 afecta la ruta
de biosintesis de giberelinas, promoviendo su biosintesis y/o acumulacién, al igual que
ocurre en F. vesca (Mouhu et al.,, 2013). Con el objetivo de confirmar la relacion entre
FaSOC1 y las giberelinas (a la vista de los resultados) seria interesante medir la actividad de
los genes con mayor importancia en la degradacién y sintesis de esta hormona, como son

GA20x y GA3o0x, en las lineas transgénicas 355:FaSOC1.

Aunque hemos explicado ambos procesos por separado: (i) La induccién de TFL1 via
SOC1 vy (ii) la activacion de la sintesis de giberelinas mediada por SOC1; lo cierto es que no
son excluyentes el uno del otro. Lo mas probable es que ambos se produzcan y actien a la
vez, regulando la floracién estacional y el crecimiento vegetativo, en el género Fragaria y

otras Rosaceas (Randoux et al., 2012).

4.11 La sobre-expresion de FaSOC1 altera la morfologia floral y dificulta la correcta
maduracion del receptaculo y los aquenios.

SOC1 interacciona con muchas otras proteinas MADS y se une a los promotores de
multiples reguladores florales en Arabidopsis (Immink et al., 2012; Tao et al., 2012). En

Arabidopsis SOC1 eleva su expresion al inicio del desarrollo de los meristemos florales, pero
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su sefial desaparece cuando la flor comienza a desarrollarse (Borner et al., 2000; Samach
et al., 2000). La expresion de SOC1 al principio previene la activacidon precoz de genes
homeodticos tipo B y C (Liu et al., 2009; Gregis et al., 2009) y la rapida represion de su
expresion es mediada por AP1 (Liu et al., 2009). La represidon en las primeras etapas de
formacion de la flor es esencial para que el desarrollo de la misma no se vea afectado
(Borner et al., 2000; Liu et al., 2009). Aunque anteriormente hemos descrito como FaSOC1
regulalainduccidn de la floracién de manera opuesta a su ortélogo en Arabidopsis, también
hemos demostrado que los dominios y motivos de la proteina FaSOC1 se encuentran
totalmente conservados (Figura 29). Por lo que no podemos descartar que otras
actividades descritas para este gen en Arabidopsis se conserven en Fragaria. Nuestro
estudio ha mostrado una baja expresién de FaSOC1 en la flor en fresa (Figura 30). Aunque
no se ha llegado a medir la expresién en flores en las lineas 355:FaSOC1, es esperable que
bajo la accién del promotor 35S de virus del mosaico del tabaco, se haya incrementado la
expresion en este tejido. Asi, la sobre-expresion de FaSOCI en ‘Camarosa’ afectd
negativamente a la morfologia floral (Figura 34, 37 y 39). Modificando principalmente al
tamanfio de los sépalos (primer verticilo, y responsabilidad de genes tipo Ay B) junto con el
tamafio y la forma de los pétalos (segundo verticilo, y responsabilidad de genes tipo By C).
Estos efectos parecen estar en relaciéon con una modificacién en los niveles de expresién
de FaSOC1 en laflor.

Las hormonas juegan un papel muy importante en la maduracién del receptaculo y
el aquenio de fresa. Entre las hormonas que intervienen en el proceso nos encontramos
con la auxina (IAA) (Nitsch, 1950; Archbold y Dennis, 1984; Medina-Escobar et al., 1997;
Aharoni et al., 2002; Symons et al., 2012), el etileno (Merchante et al., 2013), el acido
abscisico (ABA, Jia et al., 2011), el jasmonato (Concha et al., 2013) o los brasinoesteroides
(Bombarely et al., 2010) y por ultimo también las giberelinas (Csukasi et al., 2011 y 2012;
Vallarino et al., 2015). Tratamientos con giberelinas activas (GA3) reducen la actividad de
las enzimas clorofilasa y la peroxidasa, que intervienen en la maduracién de los frutos de
fresa (Archbold y Dennis, 1985). Ademads, tratamientos con GA3 retrasan significativamente
la evolucién del color por la no acumulacién de antocianinas (Martinez et al., 1996;
Bustamante et al., 2009) en los frutos tratados. El efecto negativo de la acumulacion de
giberelinas observado sobre la maduracién del fruto, podria explicar el fenotipo
encontrado en las lineas 355:FaSOCI1, en las que los frutos no llegan a completar su
maduracion, permanecen duros y no alcanzan la coloracion roja. Seria por tanto muy
interesante en un futuro medir los niveles de giberelinas y/o de genes responsables de su
biosintesis en distintos tejidos y a lo largo del desarrollo de los frutos de las plantas
transgénicas 355:FaSOC1.
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4.12 Modelo de regulacion de FaSOC1 en la floracion y el estolonado de fresa.

Los resultados obtenidos tras la caracterizacidon de FaSOC1 y su sobre-expresion
mediante el promotor constitutivo CaMv35S en ‘Camarosa’ han mostrado gran similitud
con el fenotipo observado por Mouhu et al. (2013) en F. vesca. Teniendo en cuenta todos
estos resultados, la Figura 55 muestra un posible mecanismo de accion para SOC1 sobre
las rutas/genes que regulan la induccion de la floracidn y el estolonado en el género
Fragaria. En este modelo, el fotoperiodo modifica la expresiéon de SOC1, induciéndola en
LD y/o reprimiéndola en SD. El efecto del fotoperiodo sobre SOC1 es indirecto ya que
posiblemente distintos genes CO y FT/FD actlen antes en esta ruta. Este cambio de
expresion promueve la alternancia entre la fase reproductiva y el crecimiento vegetativo
en las variedades de floracién estacional, inhibiendo floracién en LD y activando el

crecimiento vegetativo junto con el estolonado (via giberelinas).

LDs SDs
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Figura 55. Modelo de actuacion propuesto para FaSOCI. Las flechas indican activacién y las barras represion. La linea
discontinua indica interaccion.

4.13 FaAGL6 es el gen ortélogo a AGL6 en Fragaria x ananassa.

Alineando la secuencia proteica y mediante analisis filogenéticos, hemos mostrado
que FaAGL6 es un miembro de la subfamilia AGL6, perteneciente a los genes MADS (Figura
40). La secuencia proteica de FaAGL6 contiene un dominio MADS muy conservado en el
extremo amino terminal, seguido de un dominio INTEVENIG menos conservado, un
dominio KERATIN-Like (en su parte central), y un dominio C-TERMINAL (algo variable entre

las diferentes especies), lo que le confiere la estructura modular tipica de los TF MADS tipo
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MICK® (Smaczniak et al., 2012). Ohmori et al. (2009) describen dos motivos cortos (de diez
aminodcidos, cada uno) muy conservados en el dominio C-terminal de monocotiledéneas
y Arabidospsis. Estos dos motivos son muy parecidos a los descritos por Zahn y
colaboradores (2005) en la subfamilia de factores de transcripcion SEPALLATA. El motivo |
(de secuencia DCEPFLQIGY), presente tanto en AtAGL6 como AtAGL13, se encuentra
conservado tanto en FAGAGL6 como en F. vesca (Fvgene19428-v1.0-hybrid; Shulaev et al,,
2011), el motivo Il (de secuencia ETNFVQGWVL) solo estd presente en AtAGL6 (ya que
AtAGL13 no conserva los Ultimos 4 aminoacidos), este cambio marca las diferencias entre
los dos principales integrantes de la subfamilia AGL6 (Figura 41). Tanto el motivo | como la
region entre ambos motivos poseen capacidad de activacién transcripcional, pero es el
motivo I, el que presenta una mayor capacidad en este sentido (Ohmori et al., 2009). Los
resultados obtenidos en la secuenciacién, alineamiento vy filogenia (Figura 40 y 41), nos
indican que efectivamente hemos clonado el gen ortélogo a AtAGL6 en el cultivar ‘Selva’
de fresa y que al presentar conservados todos los dominios importantes para la
funcionalidad de la proteina (en especial el motivo Il), es muy probable que FaAGL6 sea un

TF MADS funcional en la fresa cultivada.

4.14 FaAGL6 se expresa mayoritariamente en la flor cerrada de

Fragaria x ananassa.

AtAGL6 se identificd originariamente en una busqueda de genes con expresién
especifica en dvulos (Schauer et al., 2009). Aunque el gen se expresa mayoritariamente en
este organo floral, estudios posteriores confirmaron que AtAGL6 también se expresa en
hoja durante la fase vegetativa de la planta (Yoo et al., 2011a). Segun Yoo el al. (2011avy b)
AtAGL6 actia como inductor floral al desactivar la expresion de FLC (y sus homdélogos) y
activar la expresién de AtFT en hoja, asi como en la regulacion del reloj circadiano via
ZEITLUPE (ZTL). La expresion en hoja de AtAGL6 fue similar en SD y LD, por lo que no esta
regulado por el fotoperiodo en Arabidopsis (Yoo et al., 2011a; Yoo et al., 2011b). Sin
embargo, nosotros no hemos encontrado expresiéon en hoja, ni durante el clonado del gen,
gue tuvo que realizarse sobre tejido meristematico, ni en los estudios de expresién
diferencial, en ninguno de los cultivares analizados (Figura 42 y Figura 43). Los niveles mas
altos de expresion relativa los encontramos en la flor cerrada y el fruto verde, siendo estos
cinco veces superiores a los obtenidos en la corona y fruto blanco (en fruto rojo fueron aun
menores) (Figura 42). Este patron de expresion hace dificil que FAGAGL6 actie como un
activador de la floracidn en hoja, ni que tenga presencia como regulador del reloj circadiano
como ocurre en Arabidopsis (Yoo et al., 2011a; Yoo et al., 2011b). Por otra parte, hemos
comprobado como en el meristemo, la expresion de FGAGL6 cambia segun el fotoperiodo,
siendo mas alta en condiciones de SD en los cuatro cultivares analizados, incluso en dos de

ellos (‘Chandler’ y ‘Selva’) no se encontré expresién en el meristemo en LD (Figura 43).
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Aunque, la actividad como activador de la floracion en el meristemo no puede ser
descartada por los experimentos realizados, esta no ha sido descrita aun en Arabidopsis,
donde la expresion en el meristemo esta relacionada con el desarrollo de los érganos
laterales y el tallo (Koo et al., 2010; Huang et al., 2012). Por lo que, al coincidir la expresion
de FAAGL6 en fresa con las condiciones inductoras de la floracién y aumentar su expresion
en flor, parece mas probable que esta induccion de FaAGL6 sea consecuencia de la
induccion de otros genes importantes en este cambio y que su funcién en Fragaria esté

mas relacionada con el propio desarrollo floral.

Perfiles de expresion similares al encontrado en la fresa cultivada han sido descritos
(para homologos a AGL6) en otras especies, con altos niveles de expresidon en los érganos
florales, bajos en meristemo y aun mds bajos en la hoja. Por ejemplo en uva
(WAGL6/MADS3), naranjo (CcAGL6/MADS11) y cedro japonés (CGGMADS14) la expresion es
mayoritaria en drganos reproductores (y zarcillos en el caso Unico de uva) y muy baja en
las hojas, (Viaene et al., 2010; Katahata et al., 2014). Mientras que en kiwi existen dos
pardlogos, con diferencias en su expresién: AcALG6a presenta mayor expresion en los
meristemos y similares niveles en hoja y flor; mientras que AcAGL6b se expresa el doble en
la flor que en el meristemo y muy poco en la hoja (Viaene et al, 2010). En peral,
perteneciente al grupo de las Rosaceas como la fresa, se observa una elevada expresion en
la flor completa y los primeros estadios del fruto (Ubi et al., 2013), al igual que hemos

encontrado nosotros en la fresa cultivada.

Con la excepcién del gen APETALA2 (AP2) de Arabidopsis, gen homedtico de tipo A,
todos los genes que intervienen en el modelo ABCDE de organogénesis floral pertenecen a
la familia MADS tipo Il, concretamente se tratan de genes pertenecientes al grupo MICK®
(Henschel et al., 2002). La subfamilia SQUAMOSA (SQUA), estd considerada como el grupo
de genes que realiza la funciones de tipo A, al menos en Brassicaceae (Shan et al., 2007).
La funcién B, la realizan los genes pertenecientes a la subfamilia DEFICIENS/GLOBOSA
(DEF/GLO), las funciones C y D la realizan los genes de la subfamilia AGAMOUS (AG) y la
funcién E, la llevan a cabo los genes de la subfamilia SEPALLATA (SEP) (Zahn et al., 2005;
Drenietal., 2011; Dreniy Kater, 2014; Dreni et al., 2016). Dentro de los genes MICK® existen
otros muchos genes que no forman parte (al menos no se ha demostrado todavia) del
modelo ABCDE. Sin embargo, algunos muestran una relacién muy cercana con las familias
SQUA, DEF/GLO, AG o SEP (Dreni et al., 2016). Por ejemplo, la subfamilia AGL12, cercana a
AG (responsable del desarrollo de los estambres, carpelos y dvulos), tiene funciones en el
desarrollo de las raices y la transicion floral (Tapia-Lépez et al., 2008). La subfamilia de
genes AGL6, es otro ejemplo. En este caso, AGL6 es una familia muy cercana a SEP, ambas
subfamilias presentan dos motivos muy conservados en el dominio C-terminal y muy

similares entre si (Ohmori et al., 2009), que pueden funcionar como los motivos
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relacionados con la activacion transcripcional de ambas subfamilias (Zahn et al., 2005,
Ohmori et al., 2009). El gen homdlogo a AGL6 en arroz (OsMADSG6) es probablemente el
AGL6-like mejor caracterizado en las plantas con semillas. Fue identificado hace mas de
quince afios por su habilidad para interactuar con otros TF de arroz, como: SEP, SQUA vy
AGL6 (Moon et al., 1999), pero la caracterizacién funcional no se realizdé hasta 2009 por
Ohmori y colaboradores. OsMADS6 se expresa en todos los tejidos de la flor excepto los
estambres (Ohmori et al., 2009). El mutante osmads6 presenta defectos en todos los
tejidos donde OsMADS6 se expresa (Ohmori et al., 2009) llegando a provocar esterilidad al
afectar al desarrollo del ovulo (Li et al., 2010). Los defectos encontrados en el mutante
osmads6 son los mismos encontrados en los mutantes del gen OsMADS1 (SEP),
incrementandose los efectos en el doble mutante (Ohmori et al.,, 2009; Li et al., 2010).
Tanto OsMADS6 como OsMADS1 forman heterodimeros (Moon et al., 1999) y ambos son
necesarios para la expresién correcta de genes tipo B, C y E, especialmente durante las
primeras etapas de formacién de la flor (Ohmori et al., 2009; Li et al., 2010; Hu et al., 2015).
Sin embargo, en petunia, aunque la expresion del gen homdlogo (PhAGL6/MADS4) esta
especificamente restringida a los érganos florales, el mutante phaglé no muestra defectos
florales (Rijpkema et al., 2009). Si se observaron modificaciones en el doble mutante
phagl6/fbp2 (mutado también en el gen FBP2 de la subfamilia SEP), los pétalos se vuelven
verdes, parecidos a sépalos, y se reduce el tamafio de la corola (Rijpkema et al., 2009). En
Arabidopsis, la sobre-expresion de AGL6 también afecta a la morfologia floral, ya que las
flores son sustituidas por bracteas (Koo et al., 2010). Los estudios llevados a cabo tanto en
arroz, petunia y Arabidopsis, concluyen que AGL6 es un gen homedtico, que interacciona
con otros genes MADS a la hora de formar los diferentes drganos de la flor. Ademas,
AtAGL6 interviene en la induccién floral de Arabidopsis (Yoo et al., 2011a; Yoo et al,,
2011b). Por tanto, no es extrafio pensar que en F. x ananassa, a la vista de la elevada
expresion encontrada en flores y la ausencia de expresién en las hojas (Figura 42), FAAGL6
no intervenga en la induccién de la floracidn, tratdndose mds bien de un gen homeético,

relacionado con la organogénesis floral como integrante del modelo ABCDE.

4.15 La sobre-expresion de FaAGL6 no adelanté la floracion en

Fragaria x ananassa.

Durante el primer afio de cultivo de las lineas transgénicas, siete lineas (de nueve
analizadas) vieron adelantada su floracion en comparacion con los controles. Al afio
siguiente, solo la linea 3 presentéd un adelanto de su floracién. En el dltimo aiio
encontramos que ninguna linea florecid antes que los controles. Estos resultados, un tanto
dispares (teniendo en cuenta que durante el primer afio el nimero de réplicas por linea
nos impide tener datos estadisticos), nos sugieren que la sobre-expresion de FaAGL6 no

tiene un efecto claro sobre la induccion de la floracién. Los resultados del primer afio eran



174 Discusion

prometedores, pero conforme el experimento avanzé los efectos fueron menores. Por lo
que se conoce de la induccién de la floracién de AGL6 en Arabidopsis esta se produce en la
hoja, induciendo a AtFT a la vez que reprime a la familia FLC (Yoo et al., 2009). Si este
mecanismo se conservara en la fresa cultivada, la sobre-expresion de FGAGL6 en hoja, un
tejido donde no se expresa (Figura 42 y 43), tendria un efecto bastante acusado que
resultaria en un adelanto en la floracion e incluso un alargamiento de la misma por el final.
Lo primero no ha quedado nada claro y lo segundo no se ha producido en ninguna

temporada.

El primer afo, se observé también un aumento pequefio en el numero de flores
producidas, pero de nuevo, al afio siguiente (ya con datos estadisticos, Figura 46) no se

repitio.

Como hemos apuntado en el punto anterior, los perfiles de expresion de FAAGL6 y
la funcion realizada por este gen en arroz y petunia, nos inclina a pensar en su funcién como
gen homedtico. Sin embargo, nosotros no hemos observado ninguna alteracién en la
morfologia floral de la fresa, en ninguna de las lineas analizadas, durante la duracién del
estudio. La deficiencia de AGL6 en arroz produce severas alteraciones florales (Ohmori et
al., 2009; Li et al., 2010) pero en petunia no se ha asociado ningun fenotipo a la mutacidn
del gen (Rijpkema et al., 2009). En Arabidopsis, la sobre-expresion de AtAGL6 fusionada a
su promotor, produce la aparicidn en la flor de estambres estériles parecidos a bracteas
(Koo et al., 2010). La expresidn constitutiva de FAaAGL6 en fresa no afecté al desarrollo floral
por lo que es posible que la funcidon de FAAGL6 sea enmascarada por la accién redundante
de genes de la subfamilia SEP, muy cercana y con similar estructura a AGL6 (Ohmori et al.,

2009), como ocurre en petunia y arroz (Dreni et al., 2016).
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Capitulo 3: Identificacion de marcadores moleculares ligados al

estolonado en Fragaria x ananassa.

1. Objetivos

El objetivo general de este capitulo ha sido profundizar en el conocimiento del
control genético del estolonado en la fresa cultivada (Fragaria x ananassa).

Para llevar a cabo este objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos
especificos:

= Andlisis de la segregacién del estolonado en una poblacién de mapeo F, e
identificacion de marcadores AFLPs, SSR y SNP ligados a este cardcter.

» |dentificar la posicidon en el genoma de la fresa cultivada del locus R mediante la
construccion de un mapa de ligamiento en la poblacién de muestreo
‘Endurance’ x ‘Parker’ utilizando los marcadores moleculares identificados.

» |dentificar el origen del defecto genético en el estolonado en la poblaciéon
‘Endurance’ x ‘Parker’.

= |dentificacion de genes diferencialmente expresados entre plantas F; estolonantes
y no estolonantes, mediante la cuantificacién del transcriptoma de la corona
usando RNA-seq.
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2 Material y Métodos.
2.1. Poblacion de muestreo ‘Endurance’ x ‘Parker’.

Los estudios se llevaron a cabo sobre una poblacién de fresa segregante para el
caracter estolonado. Para la obtencién de dicha poblacién se cruzaron dos cultivares
comerciales de F. x ananassa: ‘Endurance’ como parental femenino y ‘Parker’ como
parental masculino, obteniéndose una poblacion Fi. Para obtener la poblaciéon F;
segregante, formada por 144 plantas, se auto-fecundd una unica planta de la progenie Fy,
concretamente el individuo PS6-2. La poblacion Fy, junto con los parentales y la F1 fueron
crecidas en contendores en umbraculo, simulando las condiciones de crecimiento en
campo. En cada contenedor con 0,5 m3 de sustrato (con una proporcién turba:arena de
7:3) se plantaron seis individuos de la F». Los individuos de la poblacién fueron evaluados
en su capacidad de estolonado durante cinco campanas: 2008, 2009, 2010, 2012 y 2013. A
lo largo de los seis afios en los que la poblacidn se mantuvo en el invernadero murieron un
total de diecisiete plantas de la poblacién de muestreo: Los tres primeros afios de toma de
datos, murieron siete lineas y en los tres afios posteriores, conforme la poblacidn envejecia,
murieron diez plantas mas. Entre las campafias de 2012 y 2013 se procedié a una
renovacion de la poblacidn. Las plantas estolonantes fueron renovadas mediante estolones
y colocadas sobre sustrato nuevo. Las plantas que no consiguieron estolonar se

trasplantaron a partir de una corona, sin sufrir daifios, a nuevo sustrato.

Sobre la poblacidn segregante se realizaron cuatro experimentos. Con los datos de
estolonado de las tres primeras campaiias se realizé un experimento de mapeo del locus R
mediante AFLPs. Con los datos de estolonado de la campaiia 2012, se continud con un
barrido de la poblacién mediante marcadores microsatélites, con el objetivo de enriquecer
en marcadores el mapa genético del locus R. Complementando al barrido con marcadores
SSRs se realizé una busqueda de marcadores SNP polimérficos. Por ultimo, durante la
campafia 2013 se realizd un analisis de expresion mediante secuenciacion masiva (RNA-

seq) en individuos contrastantes de la poblacién.
2.2 Extraccion de ADN.

Para la extraccién de ADN gendmico de los 144 individuos de la poblacion de mapeo
F,, de los parentales y de linea F1 PS6-2, se usé una modificacién del método de extraccion
con CTAB (Doyle, 1990) (ver Material y Métodos del capitulo 2, apartado 2.7.5).
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2.3 Marcadores AFLPs.

Las muestras para AFLPs se prepararon segun el protocolo de Vos et al. (1995) con
algunas modificaciones. La digestién con enzimas de restriccion se realizd sobre 500 ng de
ADN gendmico de cada individuo usando dos enzimas de restriccién. Al usarse dos enzimas
de restriccion con temperaturas de actuacioén diferentes, la digestion tuvo que ser dividida
en dos pasos. En el primer paso se usoé Trull (isoesquizdmero de Msel) y se incubé el ADN
gendmico durante 120 min a 65 °C, en un volumen final de 40 pL. A continuacidn, se
procedid a la segunda digestiéon con Eco Rl anadiendo 5 puL de mezcla de reaccion a la
reaccion anterior e incubando la muestra de reaccidn durante 90 min a 37 °C (Tabla 9).

Tru 11 Eco RI

Buffer OPA 5x* 8 uL 1uL
bsa 100x** 0,2 uL 0,025 uL
DTT 100 mM 2ul 0,25 L
E. R. (10 u/pL) 05uL 0,6 pL
H20 miliQ estéril | 19,3 uL 3,125 plL
ADN (500 ng) 10 L -

Tabla 9. Productos y volumenes usados en cada digestion, para la enzima Tru 11 y Eco RI. * OPA (50 mM de tris-acetato;
50 mM de acetato magnésico; 250 mL de Acetato potasico. ** bsa 100x de Biolabs, 10 mg/mL.

A continuacién sobre los 45 ulL de la reaccion de digestidn, se ligaron los
adaptadores especificos para cada enzima usando una enzima ligasa (T4 DNA Ligasa,
Fermentas) usando para cada muestra, 5 pL de la mezcla de reaccién detallada en la Tabla

10. La reaccion de ligacion se realizd a 37 °C durante 3 horas.

Reaccidn de Ligacion

Buffer ligacion 5x 1pul
T4 DNA Ligasa (3 u/ pL) 2 uL
Adaptador Eco RI (5 uM) | 1 L
Adaptador Tru 11 (50 pM) | 1 pL

Tabla 10. Volimenes de los reactivos usados en la reaccion de ligacion.

Cada producto de Digestidn-Ligacién (50 pL = 45 pL + 5 pL) se diluydé 5 veces (1:5)
en agua para realizar sobre él la pre-amplificaciéon posterior. En las reacciones de pre-
amplificacién se usé una combinacién de cebadores complementarios a los adaptadores
con un nucledtido adicional en su extremo (cebadores+1). La pre-amplificacidn se realizé
en un volumen final de 20 L, segun la mezcla de reaccién detallada en |la Tabla 11.
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Pre-amplificacion

Buffer PCR 10x 2 uL

H.0 miliQ estéril 10,2 pL
dNTPs (5 mM) 0,8 uL
MgCl; (50 mM) 0,6 uL

Cebador +1 Eco RI (50 ng/pL) | 0,6 uL
Cebador +1 Tru 11 (50 ng/uL) | 0,6 uL
Taq Biotools (5 u/pL) 0,2 uL
ADN (Dil 1:5 Dig-Lig) 5 uL

Tabla 11. Volimenes de los reactivos usados en la reaccion de pre-amplificacion.

La reaccién de pre-amplificacién se realizé en un termociclador iCycler (Biorad
Laboratories) usando el siguiente programa:

94°C 30seg 1ciclo
94 °C
56 °C
72°C 1 min

72°C 5min 1ciclo

30
>€8 23 ciclos

El producto resultante de la pre-amplificacion se diluyd 1:50 y se usé como molde
de la amplificacion selectiva usando cebadores con dos nucledtidos adicionales (cebadores
+3). La amplificacidn selectiva se realizé en un volumen final de 20 L. La mezcla de reaccién

gue se uso se describe en la Tabla 12

Amplificacion Selectiva

Buffer PCR 10x 2 uL

H20 miliQ estéril 10,3 pL
dNTPs (5 mM) 0,8 uL
MgCl; (50 mM) 0,6 uL

Cebador +3 Eco RI (10 ng/pL) | 0,5 uL
Cebador +3 Tru 11 (50 ng/uL) | 0,6 puL
Taq Biotools (5 u/pL) 0,2 uL
ADN (Dil 1:50 Pre-Amp) 5 uL

Tabla 12. Volimenes de los reactivos usados en la reaccion de amplificacion selectiva.
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La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador iCycler (Biorad Laboratories)

siguiendo el siguiente programa:

94 °C 30seg 1ciclo
94 °C
65 °C 30see 4 Gidlo
72 °C 1 min
94 °C
65 °C—56 °C 30seg .
(:0,7 °C/ciclo) 14 ciclos
72°C 1 min
94 °C
56°C 30528 53 Giclos
72°C 1 min
72°C 6 min 1 ciclo

2.4 Amplificacion de marcadores microsatélites (SSRs).

La amplificacidon de los marcadores SSRs se realizdé en un volumen final de 15 pL
usando un termociclador iCycler (Biorad Laboratories) o PTC-200 DNA Engine Cycler (MJ
Research). La concentracion de los distintos reactivos que conforman la mezcla se detallada
en la Tabla 13.

Microsatélites

Buffer 10x (20mM Mg**) | 1,5 pL
H20 miliQ estéril 9,5 uL
dNTPs (5 mM) 0,6 uL
Primer Reverse 0,6 uL
Primer Forward 0,6 pL
AmpliTaq 1/20 0,2 uL
ADN Muestra 2 uL

Tabla 13. Volimenes de los reactivos usados en las reacciones de amplificacion de microsatélites.

Las parejas de cebadores especificos de los microsatélites usados se detallan en el
apéndice 4 Tabla S8, donde se incluye la temperatura de anillamiento (‘annealing’, TA)
usada para la amplificacién de cada marcador SSR. El programa de PCR tipicamente usado

se detalla en la tabla siguiente.

95°C 3 min 1 ciclo
94 °C

Tac 39588 35 iclos
72°C 45 seg

72 °C 3 min 1 ciclo
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2.5 Separacidn y visualizacidon de los marcadores AFLPs y microsatélites.

Para la separacidon de los marcadores AFLPs y los microsatélites usados en los
experimentos, el producto final resultante de la amplificacidn selectiva (20 uL) o de cada
marcador microsatélite (15 uL) fueron mezclados con 13 y 10 plL respectivamente de
tampon de carga con formamida (98% formamida, 10 mM EDTA y 0.1 % Xylene cyanol). A
continuacion se desnaturalizaron a 95 °C durante cinco min e inmediatamente fueron
enfriados en hielo. Un total de 4 pL de cada muestra fueron separadas mediante
electroforesis vertical en un gel de poliacrilamida al 4,5% (acrilamida/bis acrilamida al 40%;
ratio 19:1) en condiciones desnaturalizantes (7M de Urea y tampdn TBE al 1%), durante 1
a 3 horas y una potencia de 95 vatios. Los fragmentos se visualizaron mediante tincién con
plata, segun el protocolo de Benbouza et al. (2006). Brevemente, el gel se incubd en
agitacién durante 7 min en la solucién de fijacién previamente enfriada a 42C (10% etanol,
0.5% acido acético), y durante 10-20 min en la solucién de tincién en nitrato de plata al
0.15%. A continuacion se lavé brevemente en agua miliQ durante unos 10 segundos y se
reveld en NaOH al 1.5% hasta la aparicidén de las bandas a los 3-6 min. La reaccidn se detiene
al afiadir la solucién fijadora usada en el primer paso e incubar el gel durante 2-3 min. El
gel se enjuagd de nuevo en la bandeja con agua miliQ para eliminar la plata unida
inespecificamente. Los geles se escanearon usando un densitometro digital GS-800 (Bio-
Rad) y el programa Quantity One (Bio-Rad). El tamafo de los amplicones se determind
comparandolos con un marcador de ADN de 10 bp (Invitrogen, San Diego, CA, USA).

2.6 Programa de cartografiado.

Para realizar el andlisis de ligamiento entre los marcadores moleculares y el caracter
“estolonado” se usé el programa Joinmap 4.0 (van Ooijen, 2006) con un LOD minimo de 3,0
y una frecuencia de recombinantes maxima de 0,4. Las distancias entre marcadores se
calcularon usando la funcién de Kosambi (Kosambi, 1943) y fueron expresadas en centi-
Morgan (cM).

2.7 Marcadores DArTseq.

Para la identificacion de marcadores SNPs ligados al caracter de estolonado, se
genotiparon dos grupos de plantas (pools) usando la plataforma DArTseq
(http://www.diversityarrays.com). Esta plataforma DArTseq fue previamente optimizada
por nuestro grupo para su aplicacién en fresa seleccionando el método de reduccion de la
complejidad gendmica mds apropiado a la especie (Sdnchez-Sevilla et al., 2015). Esté
consistid en el uso de las enzimas de restriccion Pst | y Mse I. El genotipado de las muestras
se llevé a cabo en las instalaciones de Diversity Arrays Technology Pty Ltd (Bruce, Australia),

siguiendo el protocolo optimizado para fresa propiedad de la empresa DArT. Brevemente,
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tras las digestiones, se unen adaptadores al ADN compatibles con los sitios de restriccion.
Estos adaptadores incluyen secuencias de identificacién de las muestras y de anclaje en la
plataforma de secuenciacién masiva lllumina. Tras una amplificacion mediante PCR, las
muestras fueron secuenciadas en un aparato GAlIx de Illlumina. El software DArT-soft v.14

fue usado para la identificacion de los marcadores SNPs y su puntuacion.
2.8 Analisis de la expresion mediante RNA-seq

Se aislaron las coronas de cada planta (ver Material y Métodos del capitulo 2,
apartado 2.1.2) el dia 14/08/2013, cuando las condiciones de fotoperiodo son adecuadas
para el estolonado y la mayoria de las plantas de fresa estan estolonando. Se conformaron
dos grupos diferenciados, uno compuesto por diez plantas estolonantes (RR?°%3) y otro
compuesto por las siete plantas que no consiguieron estolonar a lo largo de todo el
experimento (NR?°%3). Cada grupo se subdividié en tres réplicas bioldgicas independientes,
con coronas provenientes de al menos tres plantas distintas, en el caso de RR?°*3 y con
coronas provenientes de al menos dos plantas para NR?%%3, Las seis réplicas fueron
congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a —80 °C hasta su procesamiento. La
maceracion de cada réplica se realizé en mortero, usando en todo momento nitrégeno

liquido para evitar la descongelacion del material.

Una vez obtenido el ARN total (ver Material y Métodos del capitulo 2, apartado 2.2)
de cada réplica bioldgica por separado, se procedié a realizar un tratamiento con DNasa |
especifico, para eliminar el ADN gendmico contenido en cada muestra, para que no
interfiera con la secuenciacidén posterior. Partiendo de 10 ug de ARN por muestra se le
afadié la enzima DNasa | (Thermo Scientific) a la concentracion final recomendada por el
fabricante. Cada muestra se incub6 durante 20 min a 37 °C. Posteriormente se le afiadieron
300 plL de agua estéril y 400 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclé
con vortex. Se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min y se recuperd el sobrenadante. Se
afadié a cada muestra 40 plL de acetato sddico (3 My pH 5,2) y 1 mL de etanol absoluto.
Se incubd la mezcla durante una hora a —20 °Cy se centrifugd a 14000 rpm durante 15 min
a4 °C. Se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet con 200 plL de etanol al 70%, se volvid
a centrifugar a 13000 rpm durante 5 min y se descarté el sobrenadante. Se dejo secar el

pellet y se resuspendidé en 20 plL de agua estéril.

La integridad de las muestras se verificd usando el Bioanalizador 2100 de Agilent
Technologies mediante el parametro RIN (RNA Integrity number), obteniendo un rango

entre 8,7 y 9,4 para todas las muestras.

La secuenciacidon y preparacién de las librerias se realizdé en el Beijin Genome

Institute (BGI; Hong Kong) mediante la plataforma Illumina HiSeq 2000, se realizaron dos
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lecturas mediante extremos pareados (pair ends) por cada 100 pb, obteniendo entre 22,6
y 21,5 millones de lecturas pareadas para cada muestra, con una media de 22,33 millones

de lecturas.

Los datos sin procesar de RNA-seq se introdujeron en el programa CLC Genomics
Workbench 7.0. Lo primero que se realizé fue una limpieza de las secuencias para eliminar
los adaptadores y las lecturas de mala calidad, con un limite de calidad (evaluado por el
programa como quality score) de 0,02. Antes y después de su limpieza se realizé un control
de calidad de las lecturas mediante el programa FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Todas las réplicas del experimento
presentaron pardmetros de calidad adecuados para su uso. Las lecturas del RNA-seq fueron
cartografiadas (mapeadas) sobre el genoma de referencia de F. vesca v1.0 obtenido de la
base de datos de Rosaceae (GDR; http://www.rosaceae.org; Shulaev et al., 2011). El mapeo
de las lecturas en el genoma de referencia se llevd a cabo con los parametros
predeterminados en el programa, donde el nimero de desajustes permitido fue de 2
(mismatch), el costo de insercion y delecién de 3, fraccién minima de longitud 0,9 (al menos
el 90 % de las bases tienen que alinear con la secuencia de referencia) y nimero maximo
de aciertos (hits) para una lectura de 10. Para normalizar el nimero de las diferentes
lecturas mapeadas entre las muestras, se utilizé la medida de expresion: lecturas por
kilobase de exdén por millén de lecturas mapeadas (FPKM, Fragments Per Kilobase of exon
model per Million mapped reads) (Mortazavi et. al., 2008). Cuando se obtuvo el mapeado,
se realizé el andlisis de expresion diferencial en el CLC Genomics Workbench, donde se
estudiaron las diferencias entre los grupos de plantas Estolonantes (RR) frente a las No
estolonantes (NR) haciendo uso del andlisis estadistico t-test con un valor de probabilidad
minimo de p £ 0,001 (la probabilidad corregida FDR fue <0.0132). Se establecié un umbral
de expresidn significativa para los transcritos mayor de 0,5 FPKM. Se consideraron que
tenian expresion diferencial aquellos locus cuyo valor absoluto del cociente de expresion

entre las dos situaciones era mayor de 2.

Junto con el genoma de F. vesca se utilizé un fichero de anotaciones desarrollado a
partir del modelo de Shulaev (Shulaev et al.,, 2011), mediante el cual se podian asociar
determinados transcritos con los genes de F. vesca sobre los que mapeaban y cuantificar
su expresiéon. Para realizar un andlisis funcional de los genes7transcritos expresados se
utilizé el programa MapMan (http://mapman.gabipd.org, Thimm et al., 2004). Mapman
permite mostrar los datos de expresiéon mediante diagramas y esquematizaciones de
diferentes rutas metabdlicas. Las diferencias de expresién de cada gen (expresadas con el
logaritmo en base 2 del cociente de expresién de cada gen) son representadas mediante
un codigo de colores. De esta forma, el programa nos permite identificar y visualizar genes

gue se encuentran inducidos o reprimidos en las diferentes rutas metabdlicas. Para la
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clasificacion funcional de los distintos genes de F. vesca se utilizd el “mapping” de
Phytozone v-0.9 (https://phytozome.jgi.doe.gov) en el que los genes estan asignados a
grupos funcionales y anotados con términos PFAN, KEGG o GO, en funcién de su agrupacién

en clados de genes ortdlogos/paralogos.
2.9 Filtrado de datos y cruzado de marcadores polimorficos con RNA-seq.

Los marcadores SNPs polimorficos derivados de la plataforma DArTseq obtenidos a
partir del andlisis realizado sobre los grupos RR2%12y NR?°12 se ubicaron en un entorno de
10.000 pb (10 Kb) anterior y posterior a la secuencia de los /oci con expresién diferencial
obtenidos a partir del andlisis por RNA-seq (ver Material y Métodos 3.2.8). Para ello se

utilizé el programa Bowtie v2.1 con condiciones estandar (Langmead y Salzberg, 2012).
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3. Resultados.

3.1 Anadlisis de la segregacion del estolonado e identificacion de marcadores AFLPs

ligados a este caracter en la poblacion ‘Endurance’ x ‘Parker’.

En la fresa diploide F. vesca, el alelo dominante del gen SFL que controla la floracidn
estacional se hereda independientemente del alelo dominante en el locus R, que confiere
la capacidad de estolonado (Brown and Wareing 1965; Albani et al., 2004; ). El locus R ha
sido mapeado en el grupo de ligamiento Il de F. vesca (Davis y Yu, 1997; Sargent et al.,
2004, 2006 y 2009; Iwata et al, 2012). Estudios recientes en la especie cultivada,
F. x ananassa, han mostrado un control genético de ambos caracteres diferente (Gaston et
al., 2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015; Perrote et al., 2015). Estos
estudios coinciden en la identificacion de un QTL mayoritario nombrado como FaPFRU en
el grupo de homoeologia IV que afecta de manera inversa la floraciéon neutra y el
estolonado. Este resultado concuerda con el hecho de que las variedades de fresa de dia
neutro se asocian frecuentemente con un nimero menor de estolones y son por tanto mas
complicadas de multiplicar vegetativamente en viveros (Hancock et al., 2002). Sin embargo,
otros QTL de menor importancia han sido identificados en estos estudios (Gaston et al.,
2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015). Por lo tanto, mds estudios son
necesarios para profundizar en nuestro conocimiento del control genético del estolonado

en la fresa cultivada.

Para identificar la posicidn del locus R en la fresa cultivada, se analizé una poblacién
F, segregante, obtenida por cruzamiento de las variedades de dia corto ‘Endurance’ y
‘Parker’ y posterior auto-fecundacién del individuo F1 PS6-2. La poblacién F; estaba
constituida por 144 individuos inicialmente, pero se redujo su numero hasta 137 (tras los
dos primeros afos de estudio; 2008 y 2009) por muerte de varios individuos. Tanto ‘Parker’
como ‘Endurance’ son variedades de SD, con lo que el caricter de dia neutro no esta
segregando en esta poblacién. Esto supone una ventaja a la hora de estudiar el estolonado
ya que permitiria la identificaciéon de otros loci que pudieran estar implicados en el caracter
del estolonado independientes del locus FaPFRU que afecta al tipo de floracion de esta

especie.

Estudios previos de caracterizacion de esta poblacion mostraron que aunque ambos
parentales eren capaces de estolonar, un nimero de individuos F, no estolonaban. Al
analizar en detalle la capacidad de estolonado de la poblacién F, se observé que
aproximadamente un cuarto de la progenie no estolonaba, mientras que el resto (75%) si
estolonaba; repitiéndose los resultados durante las dos campafias de estudio (2008 vy
2009). Para ver si los datos se ajustaban a la segregacion esperada para un gen dominante,

se realizd un test de Chi-Cuadrado. Las frecuencias de cada campafia se ajustaban a una
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segregacion 3:1 pudiendo estar el caracter fenotipico del estolonado controlado por un
solo gen en especies octoploides, donde el caracter estolonado seria dominante frente al

no estolonado, como ocurre en F. vesca (Brown y Wareing, 1965; Cordero-Alba, 2010).

Los individuos que no estolonaban variaron ligeramente de un afio al siguiente, y
de un total de 137 plantas, Unicamente 20 de ellas no estolonaron en ninguno de los dos
afos. Estos 20 individuos se dividieron en dos grupos, de diez individuos cada uno, de
plantas no estolonantes (NR1y NR2). Entre los individuos de la poblacion se seleccionaron
20 individuos que estolonaron normalmente y con ellos se crearon otros dos grupos de diez
individuos (RR1 y RR2), con capacidad para estolonar. Estos cuatro grupos se usaron para
la busqueda de marcadores AFLPs ligados al caracter fenotipico estolonado (Cordero-Alba,
2010).

Los cuatro grupos se usaron para un analisis por Bulk Segregant Analysis (BSA), en
el que cada grupo (NR1, NR2, RR1 y RR2) contenia la misma cantidad de ADN de diez
individuos F diferentes. Se usaron 224 combinaciones de cebadores AFLPs (16 EcoRI+2/+3
con 14 Trull+3) para la busqueda de polimorfismo entre los grupos. Cada combinacién de
cebadores usados produjo una media de 102 bandas en los geles de AFLPs. Teniendo en
cuenta el numero de combinaciones usadas, el nimero medio de bandas polimdrficas por
combinaciéon que se estimé en 14,5, y un tamafo estimado del mapa genético de
F. x ananassa en 2500 cM (Rousseau-Gueutin et al., 2008), al final del escrutinio la
cobertura del analisis fue de aprox. un marcador cada 0,8 cM. Finalmente, de las 224
combinaciones de cebadores de AFLPs usadas, Unicamente dos parejas: E25M30y E26M31,
dieron posibles bandas asociadas al caracter del estolonado (Cordero-Alba, 2010). Los
fenotipos observados en los individuos variaron ligeramente de un afio para otro. Esto
posiblemente sea debido a la presencia de otros loci con efectos minoritarios sobre el
caracter estudiado, tratandose en realidad de un caracter cuantitativo (QTL). Ademas, a
esto hay que sumar el efecto del ambiente y el estado nutricional de la planta, en cada
momento, ambos con un gran efecto sobre la fenologia de la fresa cultivada y en particular

sobre este caracter (Hytonen y Elomaa, 2011).
3.2 Andlisis genético del estolonado en ‘Endurance’ y ‘Parker’

Los dos parentales de la poblacién segregante, ‘Endurance’ y ‘Parker’, estolonan con
normalidad. Con el objetivo de identificar el origen del defecto en el estolonado de la
poblacién F;, procedimos a realizar un analisis genético a los parentales. Ya que la
capacidad de estolonado estd segregando en la poblacién, el individuo F1 PS6-2 debe ser
heterocigoto para el locus R. Para identificar el genotipo de los cultivares ‘Endurance’ y
‘Parker’, se auto-fecundaron plantas de ambos cultivares protegiendo las plantas de

insectos mediante jaulas de malla. Como control se volvié a auto-fecundar el hibrido F1
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PS6-2. Se germinaron las semillas de cada auto-fecundacion y se crecieron 50 plantas de
cada una. Tras cinco afos de cultivo en macetas en el umbraculo se evalué el nimero de
plantas incapaces de estolonar (Tabla 14). Las 50 plantas procedentes del cultivar ‘Parker’
estolonaron en el primer y/o segundo afio de analisis, mientras que 12 plantas (24%) de la
auto-fecundacién de ‘Endurance’ no estolonaron en los 5 afos de analisis. Tal como se
habia observado en la poblacidn segregante de muestreo (‘Endurance’ x ‘Parker’), la auto-
fecundacion del individuo F1 PS6-2 también segregd para el cardcter de estolonado. Un
total de 9 plantas (18%) de las cincuenta crecidas no estolonaron en los 5 afios que duraron

los experimentos de cruzamiento (Tabla 14).

Observado Esperado x2
Cruzamiento n R- rr R- rr p-value
Endurance x Endurance 50 38 12 37,5 12,5 0,8702827
Parker x Parker 50 50 0 37,5 12,5 4,455E-05
F1PS6-2 x F1 PS6-2 50 41 9 37,5 12,5 0,2529991

Tabla 14. Tabla de ajuste del caracter estolonado a una segregacion esperada 3:1. Test estadistico usado Chi-cuadrado.
Destacados en negrita los datos que se ajustaron a una segregacidn 3:1. n representa el nimero de plantas de cada
cruzamiento al inicio del experimento (2010).

Los resultados observados indican que el defecto en el estolonado procede del
cultivar ‘Endurance’, el cual al ser capaz de estolonar debe tener un genotipo
heterocigético (‘Rr’). La planta F1 elegida en 2008 para generar la poblacion de muestreo
‘Endurance’ x ‘Parker’ (PS6-2) también tendria un genotipo ‘Rr’ que segrega 3:1 en la F, de
50 lineas hijas y en la poblacion mayor analizada en esta tesis. Por el contrario, el cultivar
‘Parker’ deber ser ‘RR’ ya que todos los individuos F;, provenientes de su auto-fecundacién,

fueron estolonantes.

3.3 Genotipado de la poblacion segregante ‘Endurance’ x ‘Parker’ con los

marcadores AFLPs polimorficos

Las dos combinaciones de cebadores con bandas polimdrficas asociadas al
estolonado en los trabajos previos y analizadas Unicamente en los individuos integrantes
de los grupos NR y RR, fueron usadas para genotipar la poblacién completa. Para la pareja
de cebadores E25M30 se observd que el nimero de individuos recombinantes presentes
en la poblacién era elevado. Ademas, con esta combinacién, la banda polimérfica es de un
tamafio superior a 1100 bp, de dificil reproduccién y que amplificaba con dificultad, dando
lugar a geles de dificil puntuacion, por el bandeado tenue y difuso. Esta combinacion y por
tanto este marcador AFLP, fue descartado para la construccién del mapa flanqueante al

locus R.
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La combinacién de cebadores E26M31 daba lugar a una banda 580 bp de tamario
que estaba asociada al estolonado en los estudios previos. Al genotipar la poblacién F, y
realizar el test de Chi-cuadrado a las frecuencias obtenidas tras la puntuacion de los geles,
se observd que la segregacion de este marcador AFLP, se ajustaba a una segregacion 3:1
(p-value 0,0662). Un ejemplo de la puntuacién de los geles para la combinacién E26M31 se

muestra en la Figura 48.
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Figura 48. Detalle del gel de AFLPs obtenido con la combinaciéon E26M31, en la que se muestran los parentales (Par:
‘Parker’, End: ‘Endurance’), el individuo F1 y algunos de los individuos segregantes que conforman la poblacién y la
puntuacion del gel usada para generar el mapa genético del locus (0 ausencia del marcador; 1 presencia). El marcador
polimérfico ligado al estolonado se indica con una flecha negra (580 bp).

3.4 Mapa de ligamiento del locus R.

Para estimar la distancia entre el marcador AFLPs E26M31-580y el locus R se usaron
los datos de genotipado del marcador, las medidas fenotipicas de la capacidad de
estolonado de la poblacidon durante tres campafias (2008, 2009 y 2010) y el programa de
cartografiado Joinmap 4.0 (van Ooijen, 2006). La capacidad de estolonado se estimd de
manera cualitativa, 0 si el individuo F2 no estolond y 1 si estolond cada afio. Dada la
variabilidad de los datos de estolonado durante las tres campanas que durd el estudio, se
contemplaron varias posibilidades a la hora de realizar el mapa. La primera de ellas
consistio en usar los datos de cada campana (2008, 2009 y 2010) por separado.
Posteriormente, se agruparon los datos de estolonado de dos campaiias, asumiendo que
un individuo era rr (homocigota recesiva = 0) cuando no estolond en ninguno de los dos
afos y RR o Rr (R- = 1) si fue capaz de estolonar al menos uno de los dos afios. Por ultimo,
se agruparon los datos de las tres campafias, de dos maneras diferentes. La primera de ellas
consistié en tener en cuenta como no estolonante, solo aquellos individuos incapaces de
estolonar durante los tres afios en estudio (“En los 3” en Tabla 15). La ultima opcidn,
“Mayoria 3”, contempla como estolonantes (R-) y no estolonantes (rr), aquellos individuos
gue estolonaron o no estolonaron en al menos dos campafas respectivamente. En total,

se contemplaron 8 posibilidades, resumidas en la Tabla 15.
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Observado Esperado x2
Campaiia n R- rr R- rr p-value
2008 140 102 38 105 35 0,5582
2009 140 102 42 105 35 0,1719
2010 132 96 36 99 33 0,5465
2008 / 2009 140 120 20 105 35 0,0034
2008 / 2010 134 112 22 100,5 33,5 0,0218
2009 / 2010 134 111 23 100,5 33,5 0,0362
“En los 3” 134 117 17 105,5 33,5 0,0010
“Mayoria 3” 133 102 31 99,75 33,25 0,6523

Tabla 15. Tabla de ajuste del caracter estolonado a una segregacion esperada 3:1. Test estadistico usado Chi-cuadrado.
Destacados en negrita los datos que se ajustaron a una segregacion 3:1. n representa el numero de individuos F2 de la
poblacién evaluados en cada caso.

De las 8 posibilidades distintas en que se usaron los datos de estolonado, el
marcador AFLP E26M31-580 aparecid ligado al caracter de estolonado en cinco ocasiones.
De estas cinco ocasiones Unicamente en dos se obtuvo un mapa con un LOD superior a 3,0.
Estos dos casos fueron cuando se utilizaron los datos de estolonado del afio 2009 y los
datos conjuntos de 2009/2010. En el mapa de ligamiento, generado a partir de los datos
de estolonado de la campafia 2009, el marcador E26M31-580 aparecio ligado al locus R a
una distancia de 25,9 cM, con un LOD de 5,63 (Figura 49A). Cuando se usaron los datos de
estolonado conjuntos de las camparias 2009/2010, la distancia del marcador E26M31-580

al caracter fenotipico en esta ocasion fue de 35,6 cM y con un LOD de 3,29 (Figura 49B).

A) B)
0.0 —— Est2009 0.0 —t+— 2009-2010

25.9 ——=— E26M31-580

35.6 ——— E26M31-580

Figura 49. Mapas de ligamiento de la region adyacente al locus R. (A) usando los datos del afio 2009
y (B) los datos conjuntos de las campafias 2009/2010. Los nombres de los loci aparecen a la derecha
de los grupos de ligamiento y las distancias (en cM) a la izquierda.

Ademas usando los datos de estolonado de: 2008/2009, “Mayoria 3” y “En los 3”
también se detectd ligamiento aunque a LOD por debajo de 3,0. Estos mapas son poco

fiables pero refuerzan los resultados anteriores:

= 2008/2009 LOD 2,7 (40,7 cM).
=  “Mayoria 3” LOD 2,5 (37,8 cM).
= “Enlos 3” LOD 2,3 (44,2 cM).
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3.5 Andlisis de grupos segregantes (BSA) usando marcadores Microsatélites (SSR)

Los estudios previos de BSA usando marcadores AFLPs han resultado en la
identificacion de solo un marcador a una distancia considerable del caracter del
estolonado. Con el objetivo de identificar marcadores SSR mds cercanos al locus R que el
marcador AFLPs E26M31-580 (Figura 49) y poder identificar el grupo de ligamiento (LG) en
el que se localiza el caracter estolonado, la poblacién ‘Endurance’ x ‘Parker’ fue barrida con
una amplia bateria de marcadores microsatélites, distribuidos por todos los grupos de
homoeologia de la fresa octoploide (apéndice 4 Tabla S8). La estrategia seguida en este
experimento fue la misma que en el barrido efectuado para la identificacién de marcadores
AFLP: Bulk segregant analysis (BSA). Sin embargo, modificamos los grupos usados para el
analisis por BSA basandonos en los datos adicionales obtenidos durante la campaia 2012.
A lo largo de la campafia 2012, se realiz6 una medida cuantitativa del nimero de estolones
producido por cada individuo (apéndice 3 Tabla S7). Al finalizar la toma de datos, la
segregacion del estolonado en esta campafia seguia ajustdndose a una segregaciéon 3:1
(Chi-cuadrado p-value = 0,4142). Del andlisis de los datos conjuntos, se identificaron doce
plantas incapaces de estolonar en las cuatro campanas evaluadas (2008, 2009, 2010 y
2012). Basandonos en los nuevos datos cuantitativos recabados modificamos la
composicion de los grupos utilizados para la busqueda de marcadores AFLPs. Los individuos
gue componen los grupos y el nimero de estolones producidos en esta campafia se

muestran en la tabla siguiente:

Grupo Individuos
RR2012 F2-3  F2-20 F2-56  F2-82 F2-106 F2-109 F2-128 F2-129 F2-134 F2-141
(44) (72) (34) (48) (37) (33) (34) (54) (24) (27)

F2-5 F2-44 F2-60 F2-61 F2-73 F2-83 F2-94 F2-96 F2-111  F2-144
() () (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)

Tabla 16. Conformacion de los grupos de plantas Estolonantes (RR2°12) y No estolonantes (NR212), Fila superior niUmero
de identificacion de la planta. Entre paréntesis nimero de estolones producido por cada planta durante la campaiia 2012.

NR2012

En total se analizaron 140 marcadores SSR (apéndice 4 Tabla S8) distribuidos por
todos los grupos de homoeologia de F. x ananassa (Tabla 17). A pesar de la amplia bateria
de marcadores usados en este segundo barrido, no se identificd ninguna banda polimorfica

entre los grupos de plantas estolonantes (RR?°1?) y no estolonantes (NR?°1?) (Figura 50).
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Grupo de Homeologia Numero de SSRs

GLI
GLII
GL III
GL IV
GLV
GL VI
GL VII

NP
Total

16
24
18
28
17
25
13
23
140

Tabla 17. Tabla resumen de los marcadores SSR analizados en la poblacion segregante ‘Endurance’ x ‘Parker’ y los GL

en los que se localizan.

Figura 50. Detalle de gel de acrilamida en el que se observan seis microsatélites. Las calles
corresponden a los grupos RR2012 (estolonantes) y NR2912 (no estolonantes), se representan
dos réplicas (PCR independientes) de ambos grupos por microsatelite.
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3.6 Identificacion de genes diferencialmente expresados mediante RNA-seq.

Con los datos cuantitativos obtenidos tras contabilizar el nimero de estolones
producidos por cada planta durante la campafia de 2013 (apéndice 3 Tabla S7) se disefiaron
dos grupos de plantas. El primero se formé con las diez plantas que produjeron un mayor
nimero de estolones durante esta campafia y se nombré como RR?°%3 (“Estolonantes”). El
otro grupo se formd con las siete plantas que no estolonaron durante ninguna campana
hasta el 2013, y se le denomino NR?°*3 (“No estolonantes”) (Tabla 18). Se analizaron tres
réplicas bioldgicas independientes de cada grupo (ver Material y Métodos del capitulo 3,
apartado 2.8)

Grupo Individuos
RRz013 | F28 F2:20 F2-56 F280 F2-82 F2-89 F298 F2-106 F2-124  F2-141
(21) (16) (22) (28) (26) (15) (15) (19) (17) (24)
NR2013 F2-5 F2-44 F2-60 F2-61 F2-73 F2-83 F2-121
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-)

Tabla 18. Conformacidn de los grupos de plantas Estolonantes (RR2°:3) y No estolonantes (NR2013), Fila superior niUmero
de identificacion de la planta. Entre paréntesis nimero de estolones producido por cada planta durante la campafa 2013.

En la Tabla 19 se muestran un resumen de los resultados brutos obtenidos a partir
del andlisis de RNA-seq realizado sobre ambos grupos de plantas, estolonantes (RR?°%3) y
no estolonantes (NR?°3). Se obtuvieron aproximadamente entre 42,97 (21,5) y 45,20
(22,60) millones de lecturas (pareadas) por cada réplica, de las cuales aproximadamente el
83% mapearon sobre el genoma de Fragaria vesca-v1.0. Una vez realizado el mapeo con el
programa CLC Genomics Workbench 7.0. Se identificaron 40 014 transcritos, entre los que

se localizaron 31 759 genes.

Muestra/Réplica | Total de lecturas | Lecturas Pareadas | Mapeadas | (%)
RR?013 / 1 45,20 M 22,60 M 37,68 M | 83,3
RR2013 / 2 45,20 M 22,60 M 37,64 M 83,3
RR?013 / 3 44,36 M 22,18 M 36,98 M | 83,3
NR2013 /1 42,97 M 21,50 M 35,84 M 83,4
NR2013 /2 45,18 M 22,59 M 37,66 M 83,3
NR2013 /3 45,11 M 22,55 M 37,56 M 83,3

Tabla 19. Resumen de las lecturas de tres réplicas bioldgicas realizadas sobre los grupos de plantas estolonantes
(RR2913) y no estolonantes (NR2°13), M, millones de lecturas. (%) Porcentaje de lecturas mapeadas sobre el genoma de
referencia, Fragaria vesca-v1.0.

El analisis de la expresién diferencial entre los grupos de plantas estolonantes
(RR?13) y no estolonantes (NR?9%3) se calculé usando el ratio de valores FPKM de cada gen
entre los grupos. Un total de 2 350 genes mostraron diferencias significativas de expresiéon
(p £ 0,001) entre ambos grupos (RR?°13 y NR2%13), De estos 2 350 genes, 710 presentaron

diferencias en sus niveles de expresion (cuantificado en FPKM) mayores o iguales del doble.
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Centraremos el estudio en estos 710 genes, con diferencias de expresion mas acusadas.
Los genes con una expresion diferencial mayor se distribuyeron de una manera uniforme
entre los siete grupos ligamiento de F. vesca (Figura 51A). De estos, 389 (55%) aparecen
sobre-expresados en el grupo de plantas estolonantes (RR2°13) mientras que 321 (45%)
presentaron una expresién mayor en las plantas no estolonantes (NR?°13) (Figura 51B).
Entre ambos grupos, no se encontraron diferencias tipo presencia-ausencia (swich-on/off),

es decir, no encontramos ningun gen con expresion especifica en uno u otro grupo.

A) B)

Inducidos en
RR
55%
ND LGVl
4% 13%

Figura 51. (A) Distribucidn de los 710 genes con diferencias de expresion mayores
de 2 entre los distintos grupos de homeologia de F. x ananassa. (B) Porcentaje de
genes del grupo “Estolonantes” (RR) inducidos y reprimidos.

En la tabla 20 observamos los 20 genes inducidos en las plantas estolonantes con
mayores diferencias de expresion. Esta tabla incluye genes con niveles de expresién altos
y que por tanto generan diferencias de expresidn mayores entre los dos grupos. Entre este
grupo de genes, las tasas de cambio (fold change, en la tabla) oscilaron entre 6,4 y 2,0 veces
mds expresion. Al ordenar los 389 genes inducidos en el grupo RR?°13 mediante la tasa de
cambio (Tabla 21), 17 genes de los 20 primeros presentaron una tasa de cambio entre los
dos grupos superior a diez, encontrandonos en los casos mds extremos genes con 20, 25 o
50 veces mas expresion en las plantas estolonantes. En ambas tablas hemos destacado seis
genes en rojo que estan relacionados con la sintesis y regulacién del etileno y que parecen

tener relacién con el estolonado, como detallaremos mas adelante.
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Tabla 20. Listados de los 20 genes con diferencias de expresion mayores entre los grupos de plantas estolonantes y no
estolonantes. En negrita los cinco genes con mayores tasas de cambio. En rojo genes relacionados con el etileno. RRy
NR representan la media de expresion (en FPKM) de tres réplicas bioldgicas independientes.

Tabla 21. Listado de los top 20 genes inducidos en el grupo de plantas estolonantes, ordenados segtin su tasa de
cambio. RR y NR representan la media de expresion (en FPKM) de tres réplicas bioldgicas independientes. En rojo genes
relacionados con el etileno.

Cuando analizamos los genes inducidos en las plantas no estolonantes, observamos
que tanto las diferencias de expresion como las tasas de cambio fueron menores entre los
grupos (apéndice 7, Tabla S11). Los genes con las diferencias de expresién mas acentuadas
presentan unas tasas de cambio comprendidas entre 2 y 3 (Tabla 22), mientras que las v
tasas de cambio mas altas, en ningun caso son 6 veces superiores, quedandose entre 3,65 @
y 5,77 veces mas expresion en las plantas no estolonantes (Tabla 23).
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Tabla 22. Listado de los 20 genes inducidos en el grupo de plantas No estolonantes, ordenados por las diferencias de
expresion. En negrita los cinco genes con mayores tasas de cambio. RRy NR representan la media de expresion (en RPKM)
de tres réplicas bioldgicas independientes.

Tabla 23. Listado de los top 20 genes inducidos en el grupo de plantas No estolonantes, ordenados segtin su tasa de
cambio. RR y NR representan la media de expresion (en FPKM) de tres réplicas bioldgicas independientes.

Debido a la falta de genes con diferencias tipo presencia-ausencia (swich-on/off) y
al no encontrarse ningun gen (con una diferencia de expresion alta entre ambos grupos y
con una funcién que lo identificara como un gen candidato, procedimos a realizar una
caracterizacion funcional de los 710 genes diferencialmente expresados. Para realizar la
caracterizaciéon nos ayudamos de la herramienta MapMan (Thimm et al., 2004). Las 23
categorias representadas en la Figura 52 pueden ser agrupadas en tres grupos. (i) En el
primer grupo se engloban las categorias con un mayor nimero de genes diferencialmente
expresados, incluye las categorias: 35 (31%), 27 (14%), 26 (9%), 29 (9%) y 30 (7%). La
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categoria 35 (la mas numerosa, 218 genes) la constituyen genes a los que no se ha podido
asignar una funcién, parecido ocurre con la categoria 26, compuesta por genes
categorizados como diversos, con 63 representantes. Por tanto son la categoria 27,
compuesta por 97 genes con funcién en el procesado del ARN, la categoria 29, formada por
62 genes encargados de la sintesis o degradacion de proteinas y la categoria 30 o genes
encargados de la sefializacion celular, con 48 representantes; las mas interesantes. (ii) En
el segundo grupo se engloban las categorias 16 (metabolismo secundario, con 30 genes),
17 (metabolismo hormonal, con 28 genes), 20 (estrés, tanto bidtico como abidtico, con 33
genes), 34 (transportadores de membrana, 27 genes) y categoria 1 (fotosintesis, con 22
genes representados) con porcentajes sobre el total entre el 3 y el 5% (Figura 52). De este
segundo grupo de categorias destacan los genes relacionados con el metabolismo de las
hormonas por su posible influencia en el estolonado. (iii) El tercer grupo esta formado por
aquellas categorias con menos genes diferencialmente expresados y con funciones muy
diversas, algunas de ellas con uno o dos genes representados Unicamente (por ejemplo las
categorias 8, 14, 19, 22 y 24). Dentro de este tercer grupo podriamos destacar la categoria

33, en la que se incluyen genes relacionados con el desarrollo (Figura 52).

genes 2 8 o1
:; 272 1oy 0% 29 2% 13
3% 1%

8 1 14

10 | 15 0%
=11 | 11
=13 7 19
w14 | 1 0%
=16 | 30 2
=17 | 28 1%
n19 | 2 22
=20 33 0%
=21 | 4

22| 2 24

24| 1 0%

26 | 63

27 | 97
u28| 6

29 | 62
=30 | 48
= 31 9
= 33 16
w34 | 27
= 35 218 28

1%

Figura 52. Categorizacion funcional de los 710 genes con tasa de cambio (Fold change) superior a 2. Adaptado de la
esquematizacién overview del programa MapMan. Se representan Unicamente las categorias funcionales a las que se le
asignd algun gen diferencialmente expresado: 1) Fotosintesis, 2) Metabolismo de carbohidratos/Glucdlisis, 8) Ciclo de
Krebs, 10) Pared celular, 11) Metabolismo de lipidos, 13) Metabolismo de aminodcidos, 14) Asimilacién de azufre, 16)
Metabolismo secundario, 17) Metabolismo hormonal, 19) Sintesis de tetrapirrol, 20) Estrés, 21) Oxido-reduccién, 22)
Metabolismo de poliaminas, 24) Degradacion de xenobidticos, 26) Genes diversos, 27) Procesamiento de ARN, 28)
Procesamiento de ADN, 29) Sintesis y degradacion de proteinas, 30) Sefializacion celular, 31) Ciclo celular, 33) Desarrollo,
34) Transportadores de membrana y 35) Sin funcidn asignada. Columna Genes, nimero de genes presentes en cada
categoria.
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Usando de nuevo MapMan y la esquematizacién Regulation overview (visidon
esquemadtica de los genes relacionados con distintos procesos de regulacion en plantas,
Figura 53) se visualizaron 206 genes (cada cuadrito representa un gen) divididos en
diferentes categorias funcionales (especificas de esta esquematizacion). Ademas, este
esquema nos permite visualizar, gracias a una escala de color, los genes inducidos o
reprimidos en el grupo de plantas estolonantes frente al de no estolonantes, los cuales
aparecen resaltados en verde o rojo, respectivamente (Figura 53). En esta figura destaca
en primer lugar el elevado numero de factores de transcripciéon (73 genes), tanto inducidos
(41 genes, 56%) como reprimidos (32 genes, 44%), presentes en nuestro analisis. En
segundo lugar cabe destacar los genes encargados de la modificacién y/o degradacion de
proteinas, en este caso coincidentes con los identificados en la categoria 29 de la Figura
52; asi como genes que intervienen en la sefializacion celular (categoria 48) como son las
proteinas kinasas y las proteinas G. En el caso de las proteinas kinasas encontramos
exactamente la mitad de los genes inducidos; mientras que ambas proteinas G
identificadas estdn reprimidas en el grupo de plantas estolonantes. En la Figura 53
sobresalen también genes implicados en con la captacion de luz (fotosistemas) y el sistema
redox de la planta, ambas rutas reprimidas en las plantas estolonantes. En lo que respecta
a genes encargados de la regulacion hormonal, de los 28 genes identificados (categoria 17)
el 75 % se encuentran sobre-expresados en las plantas estolonantes. En el caso de
giberelinas (2 genes) y etileno (15 genes) encontramos Unicamente un gen reprimido. Los
genes inducidos presentan niveles de sobre-expresion elevados, dado el intenso color
verde observado en la Figura 53. En las tablas 20 y 21 ya pudimos observar los altos niveles
de expresion y elevadas tasas de cambio de seis de los genes involucrados en la regulacién

del etileno (en color rojo en las tablas).
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Figura 53. Vision general de la regulacion (Regulation overview, en MapMan) y los genes que intervienen. Cada gen
esta representado por un pequefio cuadrado, en el que se representa la expresidon (Log2 del cociente de las medias de
expresion; RR/NR) mediante una escala de 4 (verde intenso o inducido) a -4 (rojo intenso o reprimido). Se visualizan 206
genes, con un punto negro se identifican aquellas categorias funcionales a las que no se asocia ningun gen.

Como se observa en las Figuras 52 existe un porcentaje elevado de genes
relacionados con el procesamiento del RNA y gran parte de ellos se comportan como
factores de transcripcién (Figura 53). Por ello decidimos centrarnos en los factores de
transcripcion presentes entre los 710 genes, entre los que identificamos 63 transcritos
(9,7% del total) que se corresponden con factores de transcripcion descritos en F. vesca
(segun la base de datos PlantTFDB Center for Bioinformatics, Peking University China), de
ellos 26 (41%) se encuentran inducidos y 37 (59%) reprimidos, en el grupo de plantas
estolonantes (RR?%13) (Tabla S4). En la Figura 54 observamos como se distribuyen estos 63
genes entre diferentes familias de factores de transcripcidn y en la se presentan los niveles
de expresion de cada uno de los genes. Tanto en la Tabla S4 como la Figura 54 podemos
observar, como la familia AP2/ERF/RAV presenta un numero de representantes

importante, algunos de ellos con niveles de expresidn y tasas de cambio destacadas.
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Figura 54. Familia de factores de transcripcion con representantes entre los 710 genes con tasa de cambio superior a 2.
Se representan los 63 factores de transcripcion identificados, segun la base de datos PlantTFDB Center for Bioinformatics,
Peking University China.

Asi, se identificaron un total de 28 genes (3,94 % del total) diferencialmente
expresados que estan relacionados con el metabolismo del etileno y las giberelinas, 25 se
estaban inducidos en el grupo de plantas estolonantes y Unicamente tres reprimidos:
gene30773, gene28574 y gene10845 (Tabla 24). A su vez, dieciocho genes codifican para
enzimas relacionadas con la biosintesis o el metabolismo y el resto (diez genes) para

factores de transcripcion que regulan la expresion génica de ambas rutas.

Respecto del metabolismo del etileno, observamos cinco genes cuya descripciéon
concuerda con genes directamente implicados en la sintesis de esta hormona, todos ellos
sobre-expresados en el grupo de plantas estolonantes: gene22974 (SAM, S-
adenosylmethionine  synthetase; numero 26); gene05580 (ACC synthase, 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate synthase, numero 8); genell421, gene08257 vy
gene08258 (ACC oxidase, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase; nimeros 9, 15y 19)
(Tabla 24).

Respecto del metabolismo de las giberelinas, identificamos cuatro genes
diferenciamente expresados cuya descripcién concuerda con genes implicados en la

degradacidn de esta hormona, concretamente con la enzima dioxigenasa dependiente de
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2-oxoglutarato (GA2ox; Figura 5): gene02231, gene24392, gene00852 y gene31337
(numero 4, 10, 12 y 14 en la Tabla 24), los dos ultimos genes identificados anteriormente

en el estudio de Vallarino et al. (2015) y nombrados como: FaGA2ox1 y FaGA2ox4,

respectivamente. Todas ellas inducidas en el grupo de plantas estolonantes.

Tabla 24. Genes implicados en el metabolismo del etileno y las giberelinas con diferencias de expresion entre los grupos
contrastantes. En verde genes inducidos; en rojo genes reprimidos en el grupo de plantas estolonantes. RR y NR
representan la media de expresion (en FPKM) de tres réplicas bioldgicas independientes. TF, familia de factores de
trancripcion a la que pertenece. Ordenados de mayor a menor tasa de cambio. Eti, genes relacionados con el metabdlismo
del etileno. GA, genes relacionados con el metabdlismo de las giberelinas.

3.7 Andlisis de marcadores SNP DArTseq ligados al caracter del estolonado.

Con el objetivo de identificar marcadores SNPs ligados al cardcter estolonado en la
poblacion segregante, se realizd un andlisis sobre dos grupos de plantas (pools) (Tabla 16),
usando la plataforma DArTseq (http://www.diversityarrays.com; Sanchez-Sevilla et al.,
2015). Tras el andlisis, se obtuvieron un total de 16 941 marcadores SNPs, de los cuales 432
fueron polimdrficos entre el grupo de plantas estolonantes (RR?°*?) y no estolonantes
(NR29%2), La distribucién de estos marcadores fue homogénea en el genoma y su frecuencia
proporcional al tamafio de los cromosomas/grupos de ligamiento de F. vesca, no
encontrandose por tanto ligados a ninguna region en concreto (Tabla 25). Del total de 432
marcadores SNPs polimérficos localizados, 61 mapearon en un entorno de +/- 10 000 pb
alrededor de genes con una expresién diferencial significativa en la experiencia de RNA-seq
anterior. Al analizar estos 61 SNPs y su distribucion a lo largo del genoma de referencia,
encontramos un porcentaje mayor de SNPs asociados a genes pertenecientes al Grupo de
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Ligamiento Il de F. vesca, concretamente son 21 los SNPs que mapean dentro de este grupo
de ligamiento, lo que representa el 33,9 % del total de SNPs. EI LG Il de F. vesca representa
(por tamafio) unicamente el 15,55 % del total del genoma de esta especie (Tabla 25). Por
tanto, existe un porcentaje significativamente elevado de marcadores SNPs polimérficos

asociados a genes en este LG y por tanto, pudieran estar ligados al caracter del estolonado.

De los 61 SNPs, 24 se encuentran asociados a genes inducidos y 35, se encuentran
asociados a genes con una expresiéon menor en las plantas estolonantes (Tabla S5).
Unicamente 18 estos SNPs polimérficos se encuentran asociados a genes con tasas de
cambio en su expresion superiores a 2, diez de ellos inducidos y 8 reprimidos en las plantas
estolonantes (en negrita en la Tabla S5).

Al indagar en la funcidn, a partir de los términos GO asociados a cada gen por el
programa CLC, no parecen existir genes candidatos cuyas funciones podamos relacionar
con enzimas o factores de transcripcién implicados con el desarrollo, o bien implicados en
el metabolismo de hormonas como el etileno o las giberelinas, los cuales si parecen tener
relaciéon con el estolonado, segun los resultados destacadas en el apartado anterior y la
bibliografia (Mouhu et al., 2013).

DArTs DArTs Polimérficos cruzados Tamaiio

Polimorficos con RNAseq cromosoma %/Tamafio
GL DArTs  %/Total | DArTs/RNAseq %/Total (Mb) cromosoma
1 31 7,18 5(4) 6,78 22681039 10,59
2 57 13,19 21 (20) 33,90 33308843 15,55
3 44 10,19 8 (8) 13,56 27879571 13,01
4 28 6,48 7 (7) 11,86 23292877 10,87
5 35 8,10 5 (5) 8,47 29328693 13,69
6 46 10,65 11 (11) 18,64 38222195 17,84
7 24 5,56 4 (4) 6,78 23403891 10,93
*oE 167 38,66 0 0 16100213 7,52

Total 432 100 61 (59) 100 214217322 100

Tabla 25. Resumen de los resultados obtenidos tras el analisis de marcadores DArTs polimorficos entre los grupos
contrastantes, de la poblaciéon ‘Endurande’ x ‘Parker’, para el caracter estolonado en la temporada 2012. En azul
marcadores polimdrficos. En rojo, marcadores DArTs en la proximidad de genes diferencialmente expresados por
RNA-seq. Entre paréntesis nUmero de genes a los que se asocian los SNPs. En las dos ultimas columnas se muestra el
tamafio (en Mb) de cada cromosoma de F. vesca y su porcentaje respecto del total del genoma. ** Loci no asignados a
ningun grupo de ligamiento (LG). Datos obtenidos del NCBI, genome assembly information:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000184155.1.
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4. Discusion.

La fresa cultivada posee la capacidad de reproducirse asexualmente a partir de
estolones, que dan lugar a plantas hijas, idénticas genéticamente a la planta madre. La
reproduccidn asexual por estolonado permite la multiplicaciéon y la conservacién de las
caracteristicas varietales propias de cada cultivar. Por ello es un caracter de una enorme
utilidad para la industria viveristica, encargada de multiplicar y suministrar las plantas a los
productores (Simpson y Sharp, 1988). Esto unido a la creciente importancia adquirida por
la variedades de floracidén perpetua, que presentan una capacidad menor para estolonar
(Heide y Sgnsteby, 2007), lo que dificulta su multiplicacion en viveros (Hancock et al., 2002),
hace al estolonado un caracter muy importante en los programas de mejora. Por ello, el
estudio del control genético y los mecanismos moleculares que controlan este cardcter es

de crucial importancia para la correcta evolucién del cultivo.

En la fresa diploide F. vesca, el estolonado es controlado por un locus dominante
denominado RUNNERING (R). En 1965, Brown and Bareing observaron que las plantas
capaces de estolonar presentaban el alelo dominante ‘R’, mientras que otras variedades,
como ‘Baron Solemacher’ y ‘Bush White’ presentaban el alelo recesivo ‘r en el mismo locus
y ello las hacia incapaces para estolonar. En 1997, Davis y Yu, realizaron un mapa de
ligamiento de F. vesca y determinaron que el locus R se encuentra localizado en el LG II. La
existencia del locus R y su posicion en el LG Il ha sido comprobada con posterioridad en
diversos trabajos (Sargent et al., 2004, 2006 y 2009; lwata et al., 2012). En los cultivares de
floracion estacional (SF, tanto en F. x ananassa como F. vesca), la floracion y el estolonado
son procesos antagonicos, que no coinciden en el tiempo. Los dias largos y las altas
temperaturas promueven el crecimiento vegetativo y la formacion de estolones, mientras
que condiciones de SD favorece la formacién de coronas secundarias (e inhiben el
estolonado), aumentando el nUmero de meristemos apicales capaces de diferenciarse en
inflorescencias y flores (Heide 1977; Battey et al., 1998; Konsin et al., 2001; Hytdnen et al.,
2004; Heide y Spnsteby, 2007; Hytonen et al., 2009; Hyténen y Elomaa, 2011). Sin embargo,
en los cultivares de floracién perpetua, ambos procesos se solapan en el tiempo y compiten

por los mismos meristemos (Battey et al., 1998).

En la fresa diploide, el alelo dominante del gen SEASONAL FLOWERING LOCUS (SFL)
gue controla la floracidon estacional se hereda independientemente del alelo dominante en
el locus R (Albani et al., 2004; Sargent et al., 2004). Es decir, ambos caracteres estan
controlados por genes no ligados. Sin embargo, estudios recientes en la especie cultivada,
F. x ananassa, han mostrado un control genético de ambos caracteres diferente (Gaston et
al., 2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015, Perrote et al., 2016). Estos

estudios coinciden en la identificacion de un QTL mayoritario en el grupo de homoeologia
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IV que afecta de manera inversa a la floracidon perpetua y al estolonado. Este resultado
concuerda con el hecho de que las variedades de fresa de floracién perpetua se asocian
frecuentemente con un numero menor de estolones (Heide y Sgnsteby, 2007). Sin
embargo, en estos mismos trabajos otros QTL de menor importancia han sido identificados
(Gaston et al., 2013; Sooriyapathirana et al., 2015). Estos resultados sugieren que el control
de estos caracteres (floracién perpetua y estolonado) es poligénico, controlado por un gen
mayor y modulada su funcién por varios genes mas. Sin embargo, estos genes aln no han
sido identificados ni caracterizados, por lo que se necesitan mas estudios para profundizar

en el control genético y el mecanismo molecular detras del estolonado en la fresa cultivada.
4.1 La poblacion ‘Endurance’ x ‘Parker’ es segregante para el estolonado.

Con el objetivo de determinar si el locus R, es el responsable del mismo caracter en
la fresa cultivada, se analizd una poblacidon F, segregante de 137 lineas, obtenida por
cruzamiento de las variedades ‘Endurance’ y ‘Parker’ y posterior autofecundacion del
individuo F1 PS6-2. Una caracteristica clave de esta poblacion es que tanto ‘Parker’ como
‘Endurance’ son variedades de SD, con lo que el caracter de floracién perpetua (o dia
neutro) no estd segregando en esta poblacién y por tanto presentan un locus FaPFRU
funcional. Esto supone una ventaja a la hora de estudiar el estolonado ya que permitiria la
identificacidon de otros loci que pudieran estar implicados en el cardcter del estolonado
independientes de la floracion. El andlisis de la poblacién segregante durante tres
campanas consecutivas nos permitid conjeturar que el caracter estolonado en esta
poblacién esté regido por un Unico gen, ya que las frecuencias de plantas estolonantes y
no estolonantes se ajustaron a una segregacién 3:1 (p<0,05, test Chi-cuadrado). Al igual
gue ocurre en las variedades diploides, en la especie octoploide el alelo estolonante ‘R’ fue
dominante sobre el no estolonante (Albani et al., 2004; Sargent et al., 2004; Cordero-Alba,
2010). Esta fue nuestra hipétesis de partida. Sin embargo, el hecho de que algunos de los
individuos que no estolonaron el primer afio, si lo hicieran en los sucesivos o viceversa,
apunta a que el caracter estolonado se ve influenciado por efectos de otros loci
minoritarios y/o por el ambiente y el estado fisioldgico de cada individuo. En un intento de
minimizar estos efectos adversos, sobre las frecuencias de estolonado y por tanto sobre el
posterior andlisis y mapeo poblacional, los individuos que presentaban sintomas de
enfermedad o debilidad no se tuvieron en cuenta y fueron descartados (3 individuos); asi
como los individuos que murieron (7 individuos) durante el experimento y no pudieron ser
remplazados. Una aproximacion mas adecuada al problema, hubiera sido tratar el
estolonado, como un cardcter cuantitativo (QTL), evaluando el nimero de estolones que
cada individuo era capaz de producir, en cada una de las campafias. Trabajando de esta
manera, con posterioridad al comienzo de nuestro trabajo, varios grupos han identificado

QTLs que controlan el estolonado junto con la floracién perpetua (Gaston et al., 2013;
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Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015; Perrote et al., 2016). Estos QTLs actuarian
como un gen mayor, que controla ambos procesos de una forma inversa, efecto positivo
sobre la floracién perpetua y negativa sobre el estolonado. Estos QTLs se localizan en el
mismo HG IV, pero han sido identificados independientemente y en diferentes poblaciones,
por lo que no se puede concluir que sean el mismo /ocus, aunque es muy probable (Gaston
et al., 2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015). Pero la accién inversa
observada para estos QTLs sobre la floracién perpetua y el estolonado, no implica
necesariamente que este QTL situado en el HG IV sea el responsable del estolonado en la
fresa cultivada, ya que el caracter de floracidon perpetua siempre se asocia a una menor
produccién de estolones (Heide y Sgnsteby, 2007) por lo que la hipdtesis de que el
estolonado esté controlado en F. x ananassa de una manera similar a F. vesca no es
descartable. En este sentido es de remarcar, que Gaston et al. (2013) identifican otros QTLs
gue controlan el estolonado en su poblacién, exactamente tres mas (todos ellos con un
efecto positivo sobre la produccién de estolones), y uno de ellos en el HG Il, al igual que
ocurre en la especie diploide (Albani et al., 2004; Sargent et al., 2004).

El analisis por BSA de la poblacion ‘Endurance’ x ‘Parker’, fue realizado en una
primera aproximacion con 224 combinaciones de cebadores AFLPs diferentes. Cada
combinacion de cebadores usados produjo una media de 102 bandas en los geles de AFLPs.
Teniendo en cuenta el nimero de combinaciones usadas, el nimero medio de bandas
polimdrficas por combinacion que se estimd en 14,5, y un tamafio estimado del mapa
genético de F. x ananassa en 2500 cM (Rousseau-Gueutin et al., 2008), al final del
escrutinio la cobertura del andlisis fue de aproximadamente un marcador cada 0,8 cM. A
pesar del alto escrutinio del genoma, de las 224 combinaciones de cebadores de AFLPs
usadas, Unicamente dos parejas: E25M30 y E26M31, dieron posibles bandas asociadas al
caracter del estolonado (Cordero-Alba, 2010). De estos dos posibles marcadores,
finalmente solo fue reproducible uno de ellos (E26M31-580). El marcador desechado
(usando las combinaciones E25M30) presentd una elevada tasa de recombinantes. Ademas
su gran tamafo (superior a 1100 pb) dificultaba su amplificaciéon, dando lugar a geles
dificiles de puntuar e incluso a resultados inconsistentes como ausencia de la banda en los

parentales o la Fi.

El genotipado con el marcador AFLPs E26M31-580 (Figura 48) se uso para generar
el mapa de ligamiento flanqueante al locus Ry a la vista de los resultados, podemos concluir
gue este marcador AFLP identificado por BSA se encuentra ligado a la capacidad de
estolonado, ya que obtuvimos un mapa de ligamiento con un LOD > a 3.0 (equivalente a
decir que el ligamiento es 1000 veces mads probable que el no ligamiento), en al menos dos
casos (campaiia 2009 LOD = 5,63; 2008/2009 LOD = 3,29) (Figura 49 y Tabla 15). Ademas,

el marcador E26M31-580 pb, fue detectado ligado al caracter de estolonado en tres
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ocasiones mas, aunque el LOD obtenido se encontré por debajo de 3.0, pero estos
resultados apoyan la hipdtesis de ligamiento entre el caracter y el marcador. Aunque el
marcador AFLP E26M31-580, se encuentra ligado a la capacidad de estolonado, la distancia
a la que mapea del mismo es grande (25.9 - 35.6 cM dependiendo del afio de andlisis) y por
tanto la probabilidad de recombinacion entre el marcador y el locus R, es elevada. Debido
a esto la probabilidad de que el marcador identificado y la capacidad de estolonado
segreguen por separado (independientemente) sera también alta. Esto inhabilita al
marcador para la seleccién del caracter estolonado y su uso en un programa de mejora

vegetal. Ademas, al tratarse de un marcador AFLP, no conocemos su posicién en el genoma.

En una segunda aproximacion, realizamos un analisis BSA equivalente pero usando
marcadores mas informativos, como son los SSRs. Ninguno de los marcadores SSR
evaluados durante este trabajo se detectd ligado al locus R (Tabla 17 y Tabla S5). Los
marcadores utilizados se eligieron repartidos de una manera homogénea por todos los
grupos de homeologia de la fresa cultivada y en amplio nimero (Zorrilla-Fontanesi et al.,

2011), en un intento por identificar el grupo de ligamiento de caracter estolonado.

4.2 El cultivar ‘Endurance’ es responsable de la segregacion del estolonado en la

poblacion ‘Endurance’ x ‘Parker’.

A la vista de los resultados de la poblacién de muestreo, se disefid un experimento
de auto-fecundacidén de los parentales de la misma, con el objeto de evaluar el origen de la
mutacion causal de la deficiente capacidad para estolonar observada en las dos primeras
temporadas de seguimiento, y que se repitieron durante las tres campafias posteriores. En
el banco de germoplasma del centro IFAPA de Churriana (Malaga) tanto ‘Endurance’ como
‘Parker’ (cultivares usados como parentales) son capaces de estolonar eficientemente. Sin
embargo, las plantas obtenidas mediante la autofecundacion del individuo F1 PS6-2
muestran deficiencias en su capacidad para estolonar (Tabla 14 y Tabla S4), ajustandose la
misma a una segregacion 3:1 tipica de un gen con herencia mendeliana simple. Las plantas
generadas con la auto-fecundacidn de ‘Parker’ estolonaron con normalidad. Sin embargo,
doce plantas de la auto-fecundacién de ‘Endurance’ no consiguieron estolonar durante al
menos cinco anos. Como ya explicamos anteriormente, en la fresa silvestre el estolonado
esta controlado por el locus R, las plantas con el alelo dominante (‘R’) estolonan y las que
presentan el alelo recesivo (‘r') en homocigosis no producen estolones (Brown y Bareing,
1965). Los resultados obtenidos con las auto-fecundaciones de las accesiones de fresa
octoploide ‘Endurance’ y PS6-2 estdn en consonancia con lo que ocurre en la especie
diploide, por lo que el estolonado en la fresa cultivada se controlaria de una forma similar,

con un gen mayoritario dominante. El cultivar ‘Endurance’ seria por tanto heterocigoto
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para el locus R, la mitad de su descendencia tras su auto-fecundacién presentaria el alelo

recesivo, este seria el caso del individuo F1 PS6-2.

En las dos ultimas campafiias de seguimiento de la poblacidn de muestreo, se realizé
un conteo del niumero de estolones producidos por cada planta, en un principio para
reestructurar los grupos para BSA. De esta forma pudimos observar que existia una
variabilidad dentro de la poblacién, con plantas, que producian un nimero de estolones
normal todos los afos y otro grupo de plantas (mds reducido, 7 plantas) que no estolonaron
nunca. Entre ambos extremos, existio toda una graduacion de respuestas, pero en general
las plantas que no estolonaron en alguna de las temporadas, producian pocos estolones
(Tabla S4). Este rango de respuestas y el hecho de que algunas plantas consiguieran
estolonar tras pasar temporadas sin estolonar o viceversa, nos inclinan a pensar en un
control similar al de F. vesca pero modulado por otros genes minoritarios, que modulan la
respuesta de la planta e influenciados por el medio ambiente y/o el estado nutricional de
la planta, controlan el estolonado en la fresa cultivada. En consonancia con esta hipdtesis,
vemos como al cruzar los datos de expresién diferencial (obtenidos mediante RNA-seq) con
el andlisis de SNP usando la plataforma DArTseq, encontramos un porcentaje mayor de
SNPs asociados a genes pertenecientes al Grupo de Ligamiento Il de F. vesca,
concretamente son 20 (21) un 33,9 % del total de SNPs asociados (Tabla 25). Sin embargo,
el Grupo de ligamiento Il de F. vesca representa (por tamafio) Unicamente el 15,55 % del
total del genoma de esta especie (Rousseau-Gueutin et al., 2008) por lo que la frecuencia
de SNPs en este grupo de ligamiento es mayor a la esperada. Esto podria deberse a que el
locus R se encontraria localizado en el mismo grupo de ligamiento en la fresa cultivada que
en F. vesca (Brown y Bareing, 1965; Davis y Yu, 1997; Sargent et al., 2004, 2006 y 2009;
Iwata et al.,, 2012). En nuestro trabajo, al usar variedades de fresa de dia corto, podemos
estudiar genes directamente relacionados con la induccién del estolonado, evitando el
papel inhibitorio que el locus FaPFRU ejerce sobre este cardcter, como ha sido mostrado
por otros grupos (Gaston et al., 2013; Castro et al., 2015; Sooriyapathirana et al., 2015,
Honjo et al., 2016; Perrote et al., 2016). En estos trabajos el efecto negativo sobre el
estolonado que observan del QTL identificado, se debe a la relacion negativa que
efectivamente tiene la floracién perpetua sobre el estolonado, al competir ambos procesos
directamente por los meristemos susceptibles en los dias largos (Battey et al., 1998; Heide
y Sgnsteby, 2007; Hytonen y Elomaa, 2011).

Sin embargo, a pesar del elevado nimero de marcadores utilizados, no hemos
podido determinar la localizacion de este locus R en el genoma de la fresa cultivada.
Posiblemente, el cardcter es mas complejo de lo que anticipamos y esté influenciado en
mayor o menor medida por el ambiente. En este sentido, un andlisis clasico de QTLs,

usando los datos cuantitativos de produccion de estolones de los dos ultimos afios seria
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una aproximacion mas acertada. Para ello seria necesario la elaboracién de un mapa de
ligamiento, lo que requeriria genotipar la poblacion completa con gran nimero de
marcadores distribuidos por todo el genoma. En vista de los resultados que hemos
obtenido mediante BSA con marcadores AFLP y SSRs, posiblemente el locus se encuentre

en una zona poco polimdrfica, lo que ha limitado la identificacion de marcadores ligados.

4.3 Las giberelinas y el etileno juegan un papel importante en el control del

estolonado en Fragaria x ananassa.

El papel de las giberelinas (GA) como reguladores del estolonado fue ya sugerido
por Guttridge y Thompson en 1964. Ellos mostraron como la aplicacidon de GA exdgena
activa el estolonado en SD y que incluso hace estolonar a variedades de fresa que
normalmente no estolonan (Guttridge y Thompson, 1964).

En nuestro experimento por RNA-seq han sido identificados cuatro genes, cuya
descripcidn concuerda con la enzima dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato (GA20x)
encargada de la degradacion de giberelinas activas (Yamaguchi, 2008). Concretamente
hablamos de las predicciones sobre el genoma de F. vesca nombradas como: Fvgene02231-
v1.0-hybrid, Fvgene24392-v1.0-hybrid, Fvgene00852-v1.0-hybrid y Fvgene31337-v1.0-
hybrid, todas ellas sobre-expresadas en el grupo de plantas estolonates (Tabla 24). Aunque
estos genes aun no han sido bien caracterizados en Fragaria, las dos ultimas predicciones
se encuentran diferencialmente sobre-expresadas en frutos de fresa tras un tratamiento
con giberelinas activas (Vallarino et al.,, 2015). De la misma forma, en F. vesca ha sido
descrita una disminucién de la expresion de esta enzima (de siete ordenes de magnitud)
tras un tratamiento con prohexadiona calcica (inhibidora de la sintesis de GAs), mientras
que fotoperiodos de SD producen una disminucién de la expresion aproximadamente en
un 50% en los meristemos (Hytonen et al., 2009;). Cuando los niveles de GA activas en el
meristemo son reducidos, se favorecen la formacidén de coronas secundarias y a posteriori
la induccion floral si las condiciones son adecuadas, a la vez que se aumenta la
productividad del cultivo (Braun y Kender, 1985; Braun y Garth, 1986; Wiseman y Turnbull,
1999a y 1999b; Black, 2004; Hytonen et al., 2008; Hytonen et al., 2009; Hytonen y Elomaa,
2011). Tanto en el caso de los frutos como en el meristemo, la expresién (alta o baja) de
Ga2ox se relaciona con una alta o baja (respectivamente) actividad o nivel de giberelinas
activas, acompafiado de un estricto control de los niveles de las mismas, en los que el
producto (las giberelinas) activan su degradacién a la vez que inhiben su biosintesis, para
mantener una situacion de homeostasis (Yamaguchi, 2008; Schwechheimer, 2008). Por lo
tanto, una mayor expresiéon de la enzima GA2ox en los meristemos de las plantas

estolonantes frente a las no estolonantes se relacionaria con niveles de giberelinas activas



Capitulo 3: Identificacion de marcadores ligados al estolonado 213

mayores, capaces de inducir el estolonado en condiciones de LD, que es cuando se realizé

el muestreo y donde el grupo de plantas RR?%!3se encontraban estolonando.

En esta tesis hemos descrito el efecto positivo que la sobre-expresion de FaSOC1
tiene sobre el estolonado, promoviendo la produccidn de estolones incluso en condiciones
de SD (ver discusion capitulo 2) y lo hemos asociado a un posible aumento de giberelinas a
nivel de los meristemos, tal y como se ha mostrado en F. vesca (Mouhu et al., 20013). Sin
embargo, en nuestra experiencia de RNA-seq, el transcrito Fvgenel19425-v1.0-hybrid,
homdlogo a FaSOC1 en la fresa diploide no mostré diferencias de expresidn significativas
entre las plantas estolonantes y no estolonantes (datos no mostrados). Por lo tanto, en el
aumento de los niveles de giberelinas, deben intervienen mas actores, que ayuden a
mantener bajo control los niveles de giberelinas y ha modular la respuesta de los
meristemos. En el grupo de plantas no estolonantes, algunos de estos actores (no

identificado en nuestro experimento Tabla $8), se encuentra alterado.

Se conocen multitud de procesos del desarrollo o fisiologia de las plantas en los que
interviene el etileno, como la germinacién de la semilla, la elongacidn celular, la formacidn
de la raiz, la floracién, la maduracidn del fruto o la respuesta frente al estrés, tanto bidtico
como abidtico (Bleecker y Kende, 2000). Aun asi, no se conocen trabajos que relacionen
directamente esta hormona con la produccion de estolones u otros procesos vitales de la
fresa, a excepcion de los trabajos realizados sobre la maduracién del fruto (Perkins-Veazie,
1995; lannetta et al., 2006; Merchante et al., 2013). Esto unido a que los estudios sobre el
estolonado en general, también son escasos, nos dificulta sobre manera la discusidn de los
resultados obtenidos al estudiar el transcriptoma de las plantas de la poblacién de mapeo.
Aligual que ocurre con las giberelinas, en nuestro RNA-seq hemos identificado varios genes
relacionados con la sintesis de etileno, sobre-expresados en el grupo de plantas
estolonantes. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el etileno podria estar
acumuldndose e interviniendo en el estolonado. De qué forma la alta expresion de los
genes relacionados con la sintesis y la respuesta a etileno influye en este proceso, es dificil
de discernir. Una posible via de actuacién del etileno seria a través de las giberelinas, ya
gue ambos fitohormonas parecen tener mas actividad en plantas que estdn estolonando.
La interaccidn entre giberelinas y etileno es un poco compleja, ya que han sido descritos
efectos reciprocos entre ambas fitohormonas, tanto positivos como negativos,
dependiendo de las circunstancias y/o el tejido al que nos refiramos, ademas la interaccién
entre ambas hormonas se produce tanto a nivel de biosintesis como a nivel de sefializacién
celular (Weiss y Ori; 2007; De Grauwe et al., 2007; Dugardeyn et al., 2008; Achard y
Genschik, 2009). En Arabidopsis, el etileno inhibe el crecimiento y retrasa la floracién de
una manera antagonica a las GA (Achard et al., 2003; Achard et al. 2007; De Grauwe et al.,

2007). Y al contrario, el etileno y las giberelinas actian conjuntamente en la elongacion de
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tallos sumergidos de arroz, sometidos a un fuerte estrés por falta de oxigeno (Sauter et al.,
2005) y en la produccidn de raices adventicias en las partes sumergidas (Steffens et al.,
2006). Todos estos mecanismos, son un ejemplo de la complejidad y el elevado control que
se produce en la interaccidn entre estas dos fitohormonas. En vista de nuestros resultados,
es posible que durante el estolonado, el etileno y las giberelinas actien conjuntamente
para favorecer el crecimiento vegetativo y la reproduccidn asexual de la fresa cultivada. El
etileno podria promover la degradacion de las proteinas DELLA (Figura 5), fuertes
represoras del crecimiento vegetativo en las plantas (Achard y Genschik, 2009). O también
es posible, que el etileno de alguna forma ayude a mantener los niveles de GA estables
(homeostasis). Ambas ideas, deberian ser contrastadas mediante estudios mas
exhaustivos. En este sentido, la caracterizacion funcional de los genes que intervienen en

la biosintesis de ambas hormonas en Fragaria seria de gran ayuda.
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Capitulo 4: Conclusiones.

1. Hemos identificado y caracterizado el gen FaCO en Fragaria x ananassa, ortdlogo del
gen CONSTANS de Arabidopsis thaliana. Su expresidn se encuentra regulada
claramente por el ritmo circadiano. La oscilacién diurna exhibida por FaCO, con maxima
expresion al final del periodo de oscuridad, es similar a la presentada por su ortélogo
en la fresa silvestre FvCO, y otros homdlogos como GmCOLl1a y b, VvCO y StCOL1, en
soja, vid y patata, respectivamente. Este patrén contrasta con el descrito en Arabidopsis
thaliana para AtCO, donde el pico de expresidon coincide con el final del periodo de luz,

durante la tarde de los LD.

2. La sobre-expresion constitutiva de FaCO, mediante el promotor 35S, afecta
negativamente al crecimiento vegetativo y la reproduccién asexual de la fresa cultivada.
No se ha observado una influencia clara de este gen sobre el control fotoperiddico de

la floracion.

3. Hemos identificado dos genes con similitud a FLOWERING LOCUS D pertenecientes a la
familia bZIP de factores de transcripcion de Fragaria x ananassa, nombrados como
FaFD y FaFD2. Los patrones de expresiéon de ambos genes son diferentes, con la
expresion de FaFD localizada especificamente en la corona, mientras que la expresion

de FaFD2 es alta en hoja, corona y raiz.

4. La sobre-expresion constitutiva de FaFD2 adelanta la floracion, por lo que este gen
representar una herramienta util para generar fresas mas precoces. Sin embargo, la
sobre-expresion no afectd significativamente la floracion en condiciones no inductoras
(LD).

5. Hemos caracterizado el gen FaSOC1 de Fragaria x ananassa y demostrado una funcién
equivalente a su ortélogo FVvSOC1 de Fragaria vesca. La expresion de FaSOC1 es mayor
en condiciones no inductoras de floracién (LD) en todos los cultivares analizados, tanto

en hoja, raiz como en corona.

6. La sobre-expresion constitutiva de FaSOC1 en Fragaria x ananassa retrasa la floracion,
promueve el estolonado y la elongacidon de peciolos e inflorescencias, afecta a la
morfologia floral y dificulta la correcta maduracion de los frutos. La funcién de SOC1 en
la regulacién de la floracidn en Fragaria es por tanto antagdnica a la mostrada por el

ortélogo en Arabidopsis thaliana.
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7. La expresion del gen FaAGL6 de Fragaria x ananassa, que se limita a la flor y al fruto
verde, sugiere un papel homedtico de este gen en el desarrollo floral. La sobre-

expresion constitutiva de este gen no afectd la floracién en el cultivar ‘Camarosa’.

8. Hemos identificado un marcador AFLP ligado al caracter del estolonado, aunque no
hemos podido localizar el grupo de ligamiento en el que se encuentran en la poblacién

‘Endurance’ x ‘Parker’.

9. El defecto en el estolonado observado en la poblacidon ‘Endurance’ x ‘Parker’ procede
del cultivar ‘Endurance’ el cual, al ser capaz de estolonar normalmente, debe presentar

un genotipo heterocigoto (‘Rr’).

10. El andlisis de expresion diferencial por RNA-seq, sobre los grupos contrastantes para el
cardacter del estolonado, ha mostrado una mayor expresion de genes relacionados con

la biosintesis y el metabolismo del etileno y las giberelinas en las plantas estolonantes.
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Apéndice

1. Numero de acceso de las secuencias utilizadas.

Tabla S1. Listado de nimeros de acceso de las secuencias usadas en la caracterizacion de FaCO.

Nombre del gen

Numero de acceso

Grupo/Subfamilia

Base de datos

Arabidopsis thaliana
AtCO

AtCOL1

AtCOL10
AtCOL11
AtCOL12
AtCOL13
AtCOL14
AtCOL15
AtCOL16

AtCOL2

AtCOL3

AtCOL4

AtCOL5

AtCOL6

AtCOL7

AtCOL8

AtCOL9

ATSTO

Vitis vinifera
WwCO

Populus deltoides
PdCO1

PdCco2

Solanum tuberosum
StcoL

Oriza sativa
OsHd1

Malus domestica
Md271388
Md294359
MdcoL1

MdcoL2

Prunus persica
Ppe004756
Ppe006893
Ppe007007
Ppe007083
Ppe008143
Ppe025622
PpeCO

Fragaria vesca
Fv03742-v1.0-hybrid
Fv04172-v1.0-hybrid

AT5G15840
AT5G15850
AT5G48250
AT4G15250
AT3G21880
AT2G47890
AT2G33500
AT1G28050
AT1G25440
AT3G02380
AT2G24790
AT5G24930
AT5G57660
AT1G68520
AT1G73870
AT1G49130
AT3G07650
AT1G06040

CuU459226

AY515150
AY515151

DQ882684

AB041840

AF052584
AF052585

scaffold_1:22,447,084..
scaffold_8:20,983,651..
scaffold_3:18,343,282..

scaffold_1:6,788,512..
scaffold_1:34,301,935..
scaffold_3:16,815,877..

EU939303

MDP0000271388
MDP0000294359

22,450,267
20,985,809
18,345,905
6,789,796

34,303,374
16,818,464

LG4:25,261,565..25,263,037
LG6:32,402,376..32,406,182

Group 1
Group 1
Group 3
Group 3
Group 3
Group 3
Group 3
Group 3
Group 2
Group 1
Group 1
Group 1
Group 1
Group 2
Group 2
Group 2
Group 3
Outgroup

Group 1

Group 1
Group 1

Group 1
Group 1

Group 2
Group 1
Group 1
Group 1

Group 3
Group 3
Group 1
Group 1
Group 1
Group 3
Group 1

Group 2
Group 1

TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR

NCBI

NCBI
NCBI

NCBI

NCBI

GDR
GDR
NCBI
NCBI

GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
NCBI

GDR
GDR
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Nombre del gen

Numero de acceso

Grupo/Subfamilia

Base de datos

Fv14981-v1.0-hybrid
Fv15552-v1.0-hybrid
Fv25171-v1.0-hybrid
Fv27383-v1.0-hybrid
Fragaria x ananassa
FaCoO-2
FaCOcamarosa
FaCOselva

LG2:21,498,418..21,499,437
LG6:15,473,864..15,476,231
LG5:6,651,756..6,653,481
LG4:10,584,825..10,586,015

JQ663599
FJ377616
Clonado

Group 1
Group 3
Group 2
Group 1

Group 1
Group 1
Group 1

GDR
GDR
GDR
GDR

NCBI
NCBI

Tabla S2. Listado de nimeros de acceso de las secuencias usadas en la caracterizacion de FaFD2.

Nombre del gen

Numero de acceso

Base de datos

Arabidopsis thaliana

AtABF1 AT1G49720
AtABF3 AT4G34000
AtABI5 AT2G36270
AtAREB3 AT3G56850
AtBGF4 AT1G03970
AtBZIP13 AT5G44080
AtBZIP15 AT5G42910
AtDPBF2 AT3G44460
AtDPBF4 AT2G41070
AtFD AT4G35900
AtFDP AT2G17770
Vitis vinifera

WFD-like XM_003635211
Populus trichocarpa

PtFD XM_002307706
Solanum lycopersicum

SISPGB NM_001247416
Oriza sativa

OsFD NM_001051133
Malus domestica

Md169473 MDP0000169473
MdBZIP15 HM122467
MdZzIP1 AY786307
Prunus pérsica

Pp018386 scaffold_7: 17775387 - 17776540
Fragaria vesca

FvFD-Hawaii EX675574

Fv08566-v1.0-Hybrid
Fv11837-v1.0-Hybrid
Fv14556-v1.0-Hybrid
Fragaria x ananassa
FaFD2

Triticum aestivicum
TaFDL6

LG2: 19140765 - 19141612
LG5: 21649533 - 21651655
LG1: 7619838 - 7620746

Clonado

EU307114

TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

GDR

NCBI

NCBI

GDR

NCBI

GDR

GDR
GDR

NCBI
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Tabla S3. Listado de niimeros de acceso de las secuencias usadas en la caracterizacion de FaSOC1 y FaFD2.

Nombre del Gen

Numero de acceso

Grupo/Subfamilia

Base de datos

Arabidopsis thaliana
AtAG
AtAGL12/XAL1
AtAGL13
AtAGL14/XAL2
AtAGL15
AtAGL16
AtAGL17
AtAGL18
AtAGL19
AtAGL21
AtAGL24
AtAGL42/FYF
AtAGL6
AtAGL71
AtAGL72
AtAGL79
AtAGL8/FUL
AtAGL94
AtANR1

AtAP1

AtAP3

AtFLC

AtMAF1
AtMAF2
AtMAF3
AtMAF4
AtMAF5

AtPI

AtSEP1

AtSEP2

AtSEP3

AtSEP4

AtSHP1
AtSHP2
AtSOC1

AtSTK

AtSVP

Vitis vinifera
WAG1/MADS1
VWAG3/MADS5
WAGL6/MADS3
WAGL15
VWAP1

WAP3.1
VWAP3.2
VFUL-like
WPI/MADS9
WSEP1/MADS2

AT4G18960
AT1G71692
AT3G61120
AT4G11880
AT5G13790
AT3G57230
AT2G22630
AT3G57390
AT4G22950
AT4G37940
AT4G24540
AT5G62165
AT2G45650
AT5G51870
AT5G51860
AT3G30260
AT5G60910
AT1G69540
AT2G14210
AT1G69120
AT3G54340
AT5G10140
AT1G77080
AT5G65050
AT5G65060
AT5G65070
AT5G65080
AT5G20240
AT5G15800
AT2G03710
AT1G24260
AT3G02310
AT3G58780
AT2G42830
AT2G54660
AT4G09960
AT2G22540

AF265562
AF373604
AF373602

XM_010660912

AY538746
EF418603
DQ9793341
AY538747
DQ059750
AF373601

MICK/AG
MICK/AG
MICK“/AGL6
MICK/SOC1
MICK/AGL15
MICK/AGL17
MICK/AGL17
MICK/AGL15
MICK/SOC1
MICK/AGL17
MICK/SVP
MICK/SOC1
MICK“/AGL6
MICK/SOC1
MICK/SOC1
MICKS/SQUA
MICKS/SQUA

MICK"/outgroup

MICK®/AGL17
MICKC/DEF
MICKC®/DEF

MICKS/FLC
MICKS/FLC
MICKS/FLC
MICKS/FLC
MICKS/FLC
MICKS/FLC
MICK®/GLO
MICK®/SEP
MICK®/SEP
MICK®/SEP
MICK®/SEP
MICK®/AG
MICK®/AG
MICK®/SOC1
MICK®/AG
MICK®/SVP

MICKC®/AG

MICKC®/AG
MICK/AGL6
MICK®/AGL15
MICK/SQUA
MICKC®/DEF
MICKC®/DEF
MICK/SQUA
MICKC/GLO

MICK®/SEP

TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR
TAIR

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
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Nombre del Gen

Numero de acceso

Grupo/Subfamilia

Base de datos

WSEP3/MADS4
WSOC1/MADS8

Malus domestica
MdAGL6/MADS11
MdMADS1

MdMADS2

MdMADS3

MdAMADS4

MdMADS5

MdMADS8

MdSOCla

MdSOC1b

MdSOCl1c

Prunus pérsica
Ppa010391m
Ppa010548m
Ppa010679m
Ppa010714m
Ppa010723m
Ppa011063m
Ppa011123m
Ppa019932m
Ppal027139m
PpaMADS2

PpaMADS7

Prunus mume

PmAGL6

Fragaria vesca
Fvgene04228-v1.0-hybrid
Fvgene04229-v1.0.hybrid
Fvgene04562-v1.0-hybrid
Fvgene04563-v1.0-hybrid
Fvgene12119-v1.0-hybrid
Fvgene13354-v1.0-hybrid
Fvgene14896-v1.0-hybrid
Fvgene19425-v1.0-hybrid
Fvgene19428-v1.0-hybrid
Fvgene20134-v1.0-hybrid
Fvgene20808-v1.0-hybrid
Fvgene22696-v1.0-hybrid
Fvgene24494-v1.0-hybrid
Fvgene24852-v1.0-hybrid
Fvgene25070-v1.0-hybrid
Fvgene25618-v1.0-hybrid
Fvgene25669-v1.0-hybrid
Fvgene26118-v1.0-hybrid
Fvgene26119-v1.0-hybrid
Fvgene26432-v1.0-hybrid
Fvgene31068-v1.0-hybrid
FvSOCla

FvSOC1b

AF373603
DQ504309

AJO00763
u78947
U78948
U78949
U78950

AJO00759

AJ001681

AB501124

AB501125

GU983664

scaffold_5: 16626294 - 16630676
scaffold_3: 18619188 - 18623759
scaffold_1: 22775404 - 22780228
scaffold_1: 46335147 - 46342262
scaffold_1: 27954795 - 27957462
scaffold_6: 18701564 - 18704722
scaffold_1: 46353152 - 46360953
scaffold_2: 17015682 - 17019461
scaffold_1: 27947267 - 27950584

DQ102369

EF440352

XM_008234609

LG6: 32701767 - 32706464
LG6: 32713572 - 32717121
LG4: 26497226 - 26500156
unanchored: 2372350.-.2377656
LG5: 24719403 - 24730199
LG7:22117084 — 22120755
LG1:9126558.-.9128318
LG7: 4380104 - 4385219
LG7: 4394291 - 4400128
LG3: 8329328 - 8335488
unanchored: 2475365 - 2479324
LG1: 21966526.-.21971070
LG6: 29313839 - 29322712
LG3: 4452995.-.4457793
LG3: 11745926 - 11750386
LG2: 4820918.-.4823220
LG5: 16342806.-.16343483
LG5: 7910922 - 7917292
LG5: 7921634 - 7925179
LG1: 4044300 - 4049969
LG1:3102970.-.3103605
FJ531999
JF806634

MICK/SEP
MICK/SOC1

MICK/AGL6
MICK®/SEP
MICK/SQUA
MICK®/SEP
MICK®/SEP
MICK®/SQUA
MICK®/SEP
MICK/SOC1
MICK/SOC1
MICK/SOC1

MICK/SEP
MICK/SEP
MICK/SEP
MICK/SVP
MICKS/SQUA
MICK/SVP
MICK/SVP
MICK“/AGL6
MICK/SEP
MICK/SEP
MICK/SEP

MICK“/AGL6

MICKS/SQUA
MICKS/SEP
MICKS/SQUA
MICKS/SEP
MICKS/SVP
MICKS/SOC1
MICKS/DEF
MICKS/SOC1
MICKS/AGL6
MICKS/SQUA
MICKS/SVP
MICK/AGL17
MICKCS/AG
MICKS/AG
MICKCS/AG
MICK/AGL15
MICKS/FLC
MICKS/SEP
MICKS/SQUA
MICKS/AGL17
MICKS/FLC
MICKS/SOC1
MICKS/SOC1

NCBI
NCBI

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
Phytozone
NCBI
NCBI

NCBI

GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
GDR
NCBI
NCBI
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Nombre del Gen

Numero de acceso

Grupo/Subfamilia

Base de datos

Fragaria x ananassa
FaAGL6

FaSOC1

Prunus armeniaca
ParS0OC1

Populus trichocarpa
PtPTM5/50C1
PtAGL6

Triticum aestivum
TaSOC1

Zea mays
ZmMADS1

Oriza sativa
0sS0C1

Glicine max
GmSOC1

Citrus cinensis
CsAGL6-like

CsSL1

Carica papaya
CcMADS3
Medicago truncatula
MtAGL6a

MLtAGL6b
Phaseolus vulgaris
PVAGL6

Solanum lycopersicum

SIAGL6

SITPI

SITAP3

SITDR6

Solanum tuberosum
StAGL6

Clonado
Clonado

F1472817

AF377868
PAC:27034222

AB281427

AF112148

AY332476
NM_001249448

XM_006490904
EU032531

EU659992

PAC:31078699
PAC:31071096)

PAC:27141236
PAC:27300134
NM_001247146
DQ674532
NM_001324380

PAC:24422113

MICK/AGL6
MICK/SOC1

MICK/SOC1

MICK/SOC1
MICK“/AGL6

MICK/SOC1
MICK/SOC1
MICK/SOC1
MICK/SOC1

MICK“/AGL6
MICK/SOC1

MICK“/AGL6

MICK“/AGL6
MICK“/AGL6

MICK/AGL6
MICK“/AGL6
MICK®/GLO
MICK/DEF
MICK/DEF

MICK“/AGL6

NCBI

NCBI
Phytozone

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

NCBI
NCBI

NCBI

Phytozone
Phytozone

Phytozone
Phytozone
NCBI
NCBI
NCBI

Phytozone
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2. Andlisis estadistico de los datos de expresion génica entre variedades.

Tabla S4. Resultados ANOVA de dos vias para FaCO. En rojo negrita contrastes con diferencias significativas.

CHANDLER

ANOVA (FaCO) SS MS F p-value
Fotoperiodo 0,205 0,205 0,632 046261
Tejido 79,270 79,270 244,444 0,00002
Fotoperiodo * Tejido 0,392 0,392 1,208 0,32189
Error 1,621 0,324

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar
Fotoperiodo SD 4 3,844 3,313 ns
Fotoperiodo LD 5 3,505 3,537 ns
Tejido Hoja 4 7,011 0,837 a
Tejido Corona 5 0,972 0,130 b
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 2 1,042 0,074 b
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,925 0,152 b
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 6,646 1,231 a
PARKER

ANOVA (FaCo0) SS MS F p-value
Fotoperiodo 30,738 30,738 2474,410 0,00000
Tejido 154,651 154,651 12449,582 0,00000
Fotoperiodo * Tejido 28,289 28,289 2277,311 0,00000
Error 0,062 0,012

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar

Fotoperiodo SD 4 7,100 6,941 a
Fotoperiodo LD 5 2,865 2,640 b
Tejido Hoja 4 9,433 4,248 a
Tejido Corona 5 0,999 0,095 b
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 2 1,090 0,033 C
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,938 0,060 C
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 13,110 0,225 a
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 2 5,756 0,056 b
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FERN

ANOVA (FaCoO) SS MS F p-value
Fotoperiodo 71,552 71,552 42,711  0,00061
Tejido 1283,494 1283,494 766,143 0,00000
Fotoperiodo * Tejido 64,747 64,747 38,649  0,00080
Error 10,052 1,675

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media DevaIaCIon
estandar
Fotoperiodo SD 6 15,342 15,536 a
Fotoperiodo LD 4 9,882 10,452 b
Tejido Hoja 5 25,240 6,045 a
Tejido Corona 5 1,076 0,201 b
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 29,502 1,377 a
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 1,182 0,177 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 18,848 2,487 b
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 2 0,916 0,119 c
SELVA

ANOVA (FaCoO) SS MS F p-value
Fotoperiodo 14,924 14,924 24,079 0,00174
Tejido 73,956 73,956 119,326 0,00001
Fotoperiodo * Tejido 10,541 10,541 17,007 0,00444
Error 4,338 0,620

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar

Fotoperiodo SD 6 2,471 1,893 b
Fotoperiodo LD 5 5,562 4,053 a
Tejido Hoja 6 6,287 2,554 a
Tejido Corona 5 0,983 0,281 b
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 4,110 0,931 b
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,832 0,168 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 3 8,464 1,109 a
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 2 1,210 0,296 c
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Tabla S5. Resultados ANOVA de dos vias para FaFD2. En rojo negrita contrastes con diferencias significativas.

CHANDLER

ANOVA (FaFD2) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 3,923 3,923 21,809 0,00068
Tejido 1,268 0,634 3,524 0,06566
Fotoperiodo * Tejido 1,913 0,956 5,316  0,02425
Error 1,979 0,180

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar
Fotoperiodo SD 8 2,290 0,528 a
Fotoperiodo LD 9 1,306 0,649 b
Tejido Hoja 5 1,348 0,813 b
Tejido Raiz 6 2,159 0,286 a
Tejido Corona 6 1,731 0,955 ab
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 2,474 0,792 b
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,989 0,020 a
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 2,183 0,530 b
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 0,791 0,137 a
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 3 2,178 0,358 b
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 3 2,140 0,273 b
PARKER

ANOVA (FaFD2) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 15,929 15,929 58,850 0,00003
Tejido 1,885 0,943 3,483 0,07580
Fotoperiodo * Tejido 1,731 0,865 3,197 0,08932
Error 2,436 0,271

Post-Hoc LSD Factor  Factor n Media Desv’lacmn
estandar

Fotoperiodo SD 8 3,627 0,587 a
Fotoperiodo LD 7 1,506 0,722 b
Tejido Hoja 5 2,291 1,021 b
Tejido Raiz 5 3,177 0,954 a
Tejido Corona 5 2,445 1,753 ab
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 3,678 0,529 a
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 2 0,595 0,572 d
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 3,228 1,071 ab
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 1,665 0,213 cd
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 3 3,843 0,344 a
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 2,178 0,272 bc
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ANOVA (FaFD2) SS MS F p-value

Fotoperiodo 7,080 7,080 46,448 0,00014

Tejido 0,315 0,158 1,035 0,39838

Fotoperiodo * Tejido 0,006 0,003 0,021 0,97937

Error 1,219 0,152

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar
Fotoperiodo SD 7 2,617 0,462 a
Fotoperiodo LD 7 1,206 0,213 b
Tejido Hoja 5 1,830 0,885 a
Tejido Raiz 4 2,081 0,938 a
Tejido Corona 5 1,858 0,804 a
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 2,418 0,345 a
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 2 1,019 0,027 b
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 2,731 0,545 a
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 1,230 0,259 b
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 2 2,803 0,727 a
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 1,358 0,143 b
SELVA
ANOVA (FaFD2) SS Ms F p-value

Fotoperiodo 1,435 1,435 73,373 0,00003

Tejido 0,595 0,297 15,209 0,00188

Fotoperiodo * Tejido 3,016 1,508 77,131 0,00001

Error 0,156 0,020

Post-Hoc LSD Factor  Factor n Media Desv’lacmn
estandar

Fotoperiodo SD 7 1,76446 0,658 a
Fotoperiodo LD 7 1,09402 0,392 b
Tejido Hoja 5 1,56496 0,991 a
Tejido Raiz 4 1,36955 0,330 b
Tejido Corona 5 1,34127 0,416 b
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 1,62854 0,171 b
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 2 0,91037 0,127 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 2,64170 0,168 a
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 0,84714 0,137 C
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 2 1,09111 0,104 c
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 1,64798 0,073 b
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Tabla S6. Resultados ANOVA de dos vias para FaSOCI1. En rojo negrita contrastes con diferencias significativas.

CHANDLER

ANOVA (FasOC1) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 6,736 6,736 737,789  0,00000
Tejido 5,676 2,838 310,831 0,00000
Fotoperiodo * Tejido 4,834 2,417 264,723  0,00000
Error 0,073 0,009

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desv’lacmn
estandar
Fotoperiodo SD 6 0,456 0,174 b
Fotoperiodo LD 8 1,644 1,257 a
Tejido Hoja 4 2,091 1,822 a
Tejido Raiz 5 0,892 0,277 b
Tejido Corona 5 0,614 0,344 c
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 2 0,250 0,012 e
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,856 0,128 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 0,513 0,035 d
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 2 3,668 0,072 a
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 2 0,605 0,116 d
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 3 1,082 0,101 b
PARKER

ANOVA (FaSOC1) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 10,557 10,557 2751,626 0,00000
Tejido 4,898 2,449 638,289  0,00000
Fotoperiodo * Tejido 4,072 2,036 530,658 0,00000
Error 0,042 0,004

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media DES\I’IaCIOI’I
estandar

Fotoperiodo SD 9 0,446 0,094 b
Fotoperiodo LD 8 2,071 1,129 a
Tejido Hoja 6 1,920 1,586 a
Tejido Raiz 5 1,034 0,692 b
Tejido Corona 6 0,649 0,350 c
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 0,335 0,063 e
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 3 0,964 0,076 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 3 0,472 0,024 d
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 3,368 0,058 a
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 3 0,530 0,022 d
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 1,789 0,118 b
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ANOVA (FasOC1) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 14,701 14,701 192,220 0,00000
Tejido 24,035 12,018 157,139 0,00000
Fotoperiodo * Tejido 12,493 6,247 81,677  0,00000
Error 0,612 0,076

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desvllacmn
estandar
Fotoperiodo SD 8 0,861 0,476 b
Fotoperiodo LD 6 3,012 2,598 a
Tejido Hoja 4 3,884 2,852 a
Tejido Raiz 5 1,227 0,364 b
Tejido Corona 5 0,658 0,426 c
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 0,353 0,025 d
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 2 1,116 0,163 bc
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 2 1,439 0,109 bc
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 2 6,329 0,696 a
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 3 0,984 0,202 c
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 1,592 0,070 ab
SELVA

ANOVA (FasOC1) SS Ms F p-value
Fotoperiodo 12,213 12,213 330,064 0,00000
Tejido 7,690 3,845 103,917 0,00000
Fotoperiodo * Tejido 5,950 2,975 80,406  0,00000
Error 0,370 0,037

Post-Hoc LSD Factor Factor n Media Desv’lacmn
estandar

Fotoperiodo SD 9 0,47380 0,170 b
Fotoperiodo LD 7 2,50708 1,461 a
Tejido Hoja 6 2,29730 1,915 a
Tejido Raiz 5 1,00553 0,594 b
Tejido Corona 5 0,60046 0,446 c
Fotoperiodo * Tejido SD Corona 3 0,27783 0,019 d
Fotoperiodo * Tejido LD Corona 2 1,08439 0,119 c
Fotoperiodo * Tejido SD Hoja 3 0,56416 0,083 d
Fotoperiodo * Tejido LD Hoja 3 4,03044 0,383 a
Fotoperiodo * Tejido SD Raiz 3 0,57939 0,149 d
Fotoperiodo * Tejido LD Raiz 2 1,64475 0,052 b
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3. Mediciones del estolonado y conformacion de los grupos usados para los
distintos experimentos.
Tabla S7. Mediadas del estolonado en la poblacién segregante. Entre paréntesis nimero de estolones producidos. * La

medicidn en la campaia 2013 finalizo antes, por el muestreo para RNA-seq. Al final de la tabla se explica el codigo de

colores. t Planta muerta.

Planta | 2008 2009 2010 2012 | 2013* | Planta | 2008 2009 2010 2012 | 2013*
1 NO NO NO 2 (6) (2)
3 (44) (11) 4 NO NO NO NO
[ |
5 NO NO NO NO NO 6 (11) (6)
| - |
7 (1) NO 8 (21) (21)
I
9 (14) (6) 10 NO NO NO
| |
11 NO NO (1) NO 12 NO (1) (3)
13 NO NO (1) NO 14 NO NO NO NO
|
15 NO NO NO 16 (4) NO
17 + + t 18 NO (2) NO
19 NO + + t 20 (72) (16)
[ I
21 (15) (3) 22 NO NO
23 (19) NO 24 NO NO NO NO
25 (15) (4) 26 (3) (1)
|
27 (6) (2) 28 (10) (3)
| -
29 (23) (9) 30 (22) (30)
| -
31 N + + " t 32 (1) ()
33 NO NO NO (5) 34 NO NO (2) NO
35 NO (12) (5) 36 NO (2) NO
37 (1) (3) 38 NO (1) NO
39 NO (13) (2) 40 (12) (3)
41 NO (17) (2) 42 (1) NO
43 NO NO (4) 44 NO NO NO NO NO
|
45 NO (7) 46 (2) (5)
o NO (18) (7) 48| NO NO T t t
49 NO + + t 50 (17) (8)
51 NO NO NO (13) 52 NO t t +
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Planta | 2008 2009 2010 2012 | 2013* | Planta | 2008 2009 2010 2012 | 2013*
53 (15) (7) 54 (3) (6)
| .
55 NO NO NO NO 56 (34) (22)
| | | |
57 NO (4) 58 NO NO
59 NO (2) (6) 60 NO NO NO NO NO
|
61 NO NO NO NO NO 62 NO NO NO (1)
| |
63 NO NO NO NO (1) 64 NO t t +
| |
65 t t t t t 66 (3) (9)
67 NO (2) 68 (6) (14)
69 NO (4) (4) 70 NO NO (9)
71 (4) (1) 72 (2) (2)
73 NO NO NO NO NO 74 NO NO t t t
| - |
75 (7) (12) 76 (4) t
77 (23) (8) 78 NO (25) (9)
79 (11) (15) 80 (26) (28)
|
81 NO NO NO (1) (13) 82 (48) (26)
| - |
83 NO NO NO NO NO 84 (20) (12)
||
85 (1) (12) 86 NO (1) (2)
87 NO (1) 88 (2) (14)
89 NO NO (15) 90 (8) (12)
|
91 NO NO (3) (4) 92 (13) (14)
93 NO NO NO (3) 94 NO NO NO NO (1)
|
95 (5) (1) 96 NO NO NO NO (2)
97 NO NO 98 NO NO (15)
|
99 NO NO NO NO 100 (4) (6)
101 | NO t t 102 (19) (6)
103 NO (10) NO 104 + + t t +
105 NO (2) (4) 106 (37) (19)
|
107 (2) (9) 108 (6) (13)
109 (33) (9) 110 (16) ()
|
111 NO NO NO NO (2) 112 NO (4) NO
| I
113 NO (2) (11) 114 | NO (2) (4)
115 NO (9) (6) 116 NO NO NO (1) (2)
117 NO (5) 118 NO (1) NO
119 + + 120 NO (13) (1)
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Planta 2008 2009 2010 2012 2013* | Planta 2008 2009 2010 2012 2013*

121 NO NO NO NO NO 122 NO NO NO (7) (3)
| — —

123 + + 124 (8) (17)

[ |

125 NO NO NO (7) (7) 126 t t
[ |

127 NO (1) (1) 128 (34) (10)

]
129 (54) (9) 130 (2) (12)
[ |
131 (2) (12) 132 NO (7) (8)
133 | NO (2) t 134 (24) (7)
]

135 NO (14) (8) 136 (25) (1)

137 (10) (6) 138 (7) 3)

139 NO NO (3) (4) 140 T t

141 (27) (24) 142 (16) (32)
| —

143 (20) (9) 144 NO NO NO NO (1)

| |
: Plantas integrantes del grupo R1. Usado para identificacién de AFLPs (Resultados previos; datos de 2008/2009)
Plantas integrantes del grupo R2. Usado para identificacion de AFLPs (Resultados previos; datos de 2008/2009)

Plantas integrantes del grupo N1. Usado para identificacién de AFLPs (Resultados previos; datos de 2008/2009)

Plantas integrantes del grupo N2. Usado para identificacién de AFLPs (Resultados previos; datos de 2008/2009)

Plantas integrantes del grupo RR?°!2, Usado para anélisis de Microsatélites y DArTs. (Datos de 2012)

Plantas integrantes del grupo NR?°!?, Usado para anélisis de Microsatélites y DArTs. (Datos de 2012)

Plantas integrantes del grupo RR?°13, Usado para secuenciacién masiva mediante RNAseq. (Datos de 2013)

Plantas integrantes del grupo NR?°13, Usado para secuenciacién masiva mediante RNAseq. (Datos de 2013)
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4. Listado cebadores usados en el mapeo del locus R.

Tabla S8. Listado de cebadores usados en el mapeo por microsatélites. Tm es la temperatura de anillamiento de la pareja de cavadores.

Nombre Motivo Tamafio Tm Cebador F Cebador R

ChFaMO001 (AG)20 240 58 GGAGATTATGCACAAAATATAGAGAA CCAGAACTCCATCAGCCTCT
ChFaMO002 (TC)11 173 59 CGCAAACCCCTAATCTCCT ATTCGGGAATGTGAAAAACG
ChFaMO004 (GA)8 173 58 GCTTCAAATACTCCCCAGCA TCCTTTCTTCATCCCCTCCT
ChFaMO005 (TC)19 158 59 ATCGCGTTCATTCCTTTTGA GACCCATATAGTCTCCAATAAAAGC
ChFaMO007 (TC)13 156 60 AATATATTACTCATCCAATCTTGTCCA AGATGGAGGGCTTGGAAGTT
ChFaMO011 (TC)15 131 61 TCCTCTCCTTCTTTCCCTTCA CGAGATCTCCCGAGACTGAG
ChFaM014 (AG)11...(AG)7 165 59 GGGAGGTTCTGCTTTTAGGG GGTCACCTGCCTGTTGATCT
ChFaMO017 (CT)8...(TCG)5 128 58 CTCACTCTCTGCGAACTTGC TCCTCCCTTTAGCCATCAGA
ChFaM018 (TC)8...(TC)3...(TC)5 217 62 AGCCGCATCCCTCTTTTCTA CTAGGGATTGAGGACCGACA
ChFaMO021 (AT)13 229 59 CACCTGTTGCAGTTGTGTGA GAATGAAAATACTTGTTTTGAGATCG
ChFaMO022 (AG)24 212 61 GGGCCACTCCTACTTCTTCA TTGGCCTTGAGAGCTTCGAT
ChFaMO023 (AG)14 152 62 AGGAGAAGACCGGCTGTGTA TGCCTATAGCTGTGGCTGTG
ChFaMO026 (AAG)14 113 58 TCGTCTCTCGTTTCTCTAAAAGC CGGGCTGATCAAAATCTTTC
ChFvM028 (CTT)6 175 58 AATGGCATCAACTTCTGCAC CAGCCTGCTGCTGTAGTTCT
ChFaMO029 (TG)8...(TTTG)5 166 62 ACTTCATCGCCAGAATGGTC GCCATTCAATACACAATCCAA
ChFaMO030 (TCTCT)5 176 58 CCATGAAGCAGTGAAGTCCA AGAAAATCCCGAGAGCCTTT
ChFaM032 (TTC)9 210 59 GGTCCCTGCTTCTTCTTCTTT TTCAGCCCCATTTTCCAGTA
ChFaMO036 (ATG)9 209 57 GCAGCCTCAAGAAGTGAAGG CCATCTTGATATCACAGGCATAA
ChFaMO037 (AAG)6 196 62 ACGACGATCACCACAAGGAC AAGCTCCGTCGTTTCCTCTT
ChFvM049 (AAG)7 159 58 ATGGTTGGTGATCAATGGTG TTCATATGCAATTTGATGGAAC
ChFvIMO050 (TC)22 156 57 CCCTTCCCTTTCCTTTCCTT TAATGGGGTGGTGGAGTTCA
ChFaMO056 (Gca)e 208 58 AAAACGTCGTCGTTCAGGAT CGTACTGCTGTTGCTGCTGT
ChFaMO060 (CCa)e 201 58 TGAGCTACCACCAAGAACCC AATACCCTTGGTACCCCTCG
ChFaMO061 (CTT)6 203 58 GTGCTCAAGAAACCCTTTCG GCGCTAGCAACAGTAAGGTG
ChFaMO062 (TGA)5...(TTG)6 167 58 GGTTTCGCTTGGAGGATATG CACCAAATCTCTGATCACAAAAA
ChFaMO064 (CGA)6 177 58 CACCAACTTCGACAACCTCA GACTCTTCTTTGGCGAGCTG
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ChFaMO065 (GTG)6 162 58 GACCGGGAGAGATAACAGCA ATAGAAGCCAATGCGTGATG
ChFaMO066 (CTT)5...(GT)8 232 58 ATTTTGGCCACGAAGAATTG CGATGTCAGGAACGAACTGA
ChFaMO067 (AAC)5 171 58 AGAACCAGCAAGAGCAGCAC CAGCTCTGTGTATGCCTGGA
ChFaMO068 (GAA)5 155 58 CATCTCCAGTTCCTTGGCTC ACGACCATTCCTCTTCCTCA
ChFaMO073 (CAC)5 149 58 CCACCGAAGAACCAAAAGAA AACTGGTGCAACTGGAGCTT
ChFaMO077 (ATG)5 225 57 GAAAGGGCTGGACATGGATA ATGTTGTTATTTGGCCTGCT
ChFaMO078 (CCT)5 250 60 CAGCCTCATTGCAAATCTGA CTTACCGGTTTCGATGTGGT
ChFaMO079 (ACT)5 192 60 TCGAGTTCTACGCTTGCTGA CCGTGCAATCAAATCACACT
ChFaMO080 (GAC)5 219 60 TTCGGTGCCGGTAAAGATAC AAGTTCCACCACCATGCAAT
ChFaMO083 (ACT)5 191 57 TTTTCTGGCTTTTGGATTGG GCACTTTTTCATCACAGGCA
ChFvM084 (TTGA)5(GA)6 151 61 CCAAACAGTCCTCACGGTTC GTAGCACCAGCAACATGACG
ChFaMO085 (GGT)5 164 61 AGATGGGTCATTTTCTGACGA GTAGTGCATGTCCGCCACTT
ChFaMO086 (GGT)5 208 61 TTTGGAGCTCAATCCCATCTG ATTTGGCCAGCCTCCGTCT
ChFvMO087 (GAA)9 224 60 GAAAGGGGAAGCCTTTTCAT TGGGACGAAAGTTCCCAATA
ChFaMO095 (AG)7 164 58 GCCAGAAGCAAAAACCAGAA GGGAAGTTGAAATTGTCGGA
ChFaMO097 (TC)7 236 58 GCCAAAGGTTGGTTCTTTGA GCCATTTTGGAAGAGGTGAA
ChFaMO098 (TC)7 214 58 GTGAGAGTCAGCCCACCCTA GCGACGAGGATGAAGAAGAG
ChFaM100 (CT)8...(CT)7 121 60 TTGGAACCCAGAAAATCGAA CAGCGGAGAGAGAAACAAGG
ChFaM101 (AG)7 157 58 GGAGTAAGCTGATCACTCTGT ACTCCGAGGCTGTAATCCCT
ChFaM103 (CT)7 160 58 CATCTCTTCTCCTTTCCGATCT GAGCACAATGCGGTTGTAGA
ChFaM105 (CT)7 198 57 CCTCCAAACACAATCCACCA TCTGAGGTTTATGCGGGACT
ChFaM106 (AG)7 139 59 ACCAACCGAGGCGAGAGAG CGTCATCTGCACCTGCTTC
ChFaM107 (AT)7 196 58 TGCCAAACAAACAAATGTTGA CATATCGATGTCCTTCATAGGG
ChFaM108 (GA)6 171 60 CATGGAAAGAGAGCGAAAGC CGAGGAATGAGGGAGGAATC
ChFaM111 (TC)8...(TC)6 188 61 GCCCAACCGAGTCTCTCTCT CGGGCTTCAATTTGCTCAAT
ChFaM117 (AAC)5 156 58 CCAAGGCGATTCTATCTTGC GAGGAGTCTGGTGTCGAAGC
ChFaM120 (TTC)5 162 59 GGTTTCATCAGAGGGCGTCTT TAAAGCTCCCAGCAGGCATT
ChFvM125 (AG)9 167 60 GCGACTGCCATCGTAACCTA TCTCCAATGTTTTCGCCAAG
ChFaM126 (AGG)6 191 61 GTTAGGGAGTCCGGGAATGA TTCCAATCCCATCTGACGAC
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ChFaM129 (TC)6 190 60 AGATCAACATCGCCTCCAAC TGCTCGTTGTCCATAACCTG
ChFaM130 (CcT)e 202 61 GCCAGTCACAAGAAGCCAAA TGCTCTGAAACCCCTTTATCTG
ChFaM141 (GA)7 142 57 AAAAGAAGGGAAAAGAAATTGG ACTCAAGCTCGCAAAGAAGC
ChFaM142 (TTC)5 188 59 TGCTCAGCTGCTTCTTGCTC CAGCCATTGGTGACATGCTT
ChFaM145 (CAC)6 128 58 CCACCGAAGAACCAAAAGAA AACTGGTGCAACTGGAGCTT
ChFaM146 (GGA)5 124 58 ACGAGGGAAGAATGGAGCAC AGATGGTCCTGACTGGATGG
ChFaM148 (AT)7 158 58 CCCTCCATCAAAGCCAGTT CATTAGACCCCGACTTGTCA
ChFaM151 (cny7 211 60 ACCACCACCGTTTTCTCCTC ACCACCGACTCGTCCTTCTT
ARSFL 31 (AG)10 219 59 CGACCCAGCGACTACATTG ACTTTAACCGCCACCAACTG
FAC-006a (GT)5...(TC)3...(TC)7 213 60 ACTGGTGGAGGAGAGGACTGTA TGTGGAGCAGAGAGAATTGAAG
ChFaM159 (CT)13 136 63 TCTCTCTCATCGCCCCAGAG ACCCATCCACAGGGTTCTTG
ChFaM160 (ATG)7 190 62 CCACTCCCCAAAAGAGCACA CTGCCTCCACAATCCTCACC
ChFaM161 (TTC)7 206 61 CGAGGCCTTGTCTTCTTTGT GCGGAGGTAGCTGTTGTAGC
ChFaM163 (AT)9 117 59 GAATTCGGCACGAGGTATTG CAATTCCGAAGGCACAACTT
ChFaM164 (CT)8 151 63 CACTCAGCCAGATCCAGAGC GCGCCAAGGATGGTCTTAAT
EMFn160 (CT)24 219 57 GCATCCTTGGGAAATTAATGC TTGGGAAGGATCATAAAAACC
UFFa02H04 (TCG)6 202 61 ATCAGTCATCCTGCTAGGCACT TACTCTGGAACACGCAAGAGAA
ChFaM170 (GTGA)4 168 57 CGGGAGAAAATGAAAAAGGA TACTTGGTTCCGGCAACACT
ChFaM171 (TA)11 184 59 TGCGAGATTGCTGAATGAAA TCTCCTCAATGCCCTTGAAC
EMFvil136 (TC)11 164 61 GAGCCTGCTACGCTTTTCTATG CCTCTGATTCGATGATTTGCT
UDF-002 (AC)13 129 57 TATGGCCAGGATTGTTTGCT TAGGAGGAGGCGTTGAAATG
UFFxa01E03 (CAC)10 162 63 CAAACTCCCAACCCCATCTT AGCAACGAGTCGAGAGCAAG
ChFaM177 (AAG)5 143 63 CCTGCAGAGTGCAAGAGAGA CACTCACAAGGCATGAGAGCTA
FAC_003a (GAA)S...(TA)7 166 59 AAGCTAATTCTCAGGCCACAAG TTCATTGCCAGTTTGAATTACG
ChFvM182 (CAA)6...(ACA)5 210 63 GGAACCAAACGAACACCAAC GCGGAGGAGTGAGTGAAGAC
ChFvM184 (GAT)12...(TGA)6 244 61 GCACTTTGGGGTTTTGGGTA TTGCAAGAACCCCCTTCCTA
BFACTO002 (GA)24 213 57 ACTAGGAAGATGCGGTGTGG GCAGGGCTTCAGAGAAATCA
BFACTO036 (GA)4...(GA)18 148 61 TGCAAGCTGACAAACAGAAAA TCGGATCGATGTTACTTTCAGA
BFACTO037 (CT)9 197 61 CGTCCACGATCACATACACAC GAAAGGGAGTTGAGCGAAAA
UFFa03B05 (AGC)6...(CAG)5 109 58 GCAGACTCCAAGCAACAACA TGTCATCTACGGCCAAAACA
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ChFvM191 (CAA)7(CAG)15 231 61 CCAGCAGAATCCTCAAATGC GTGCCAACAAGCCCATTG
ChFaM194 (CcT)15 193 61 CCCTTCCTTGCCAGTCATTT CCCATCCCACAGTTGTTCTC
ChFaM195 (GA)8 210 58 CAAGCTGAAGAAGGGTTGTG GCATTGGTTCTCTTTTCAGGA
ChFaM196 (CTT)14 156 60 CCTCTCACCTCTTTCTCTCTAAAA AGCGCATGAGTCTGCTGTTA
UDF-004 (GT)11 133 56 GCTTGCATTTCAATAGCTGGA TTTACTGATGCAGGAGTAGAATGA
UDF-005 (GT)15 220 61 CACTTAAGGAGCTTTTGAACATTG GCAGGTGATGAATACCAGAATG
EMFv023 (GA)16...(GA)10 204 63 AATTACCGAGCCTCCCACACTA CAGCGCTAAAGCGGTTGC
ChFvM201 (TC)10 161 61 TGATTCAACTCCAGCGAAGC ATCAGCAGGCGAATCCTTCT
ChFvM202 (GA)21 185 62 CAAAGGGCTCCAGCTATCTC AGGATCGTCAGCTAAGAAGCA
ChFaM203 (GA)17 150-210 58 CGAGGGTCACGGCTACTAAA TGAGTATGACCAATCCGAAAGA
UFFa15H09 (CAGAG)6 210-280 63 TTAGTAGTAGACCTGCCACAAGG CGGCTTATCTGTAGAGCTTCAA
ChFvM205 (ATT)14 152 61 GCGAAACCCTATGGATTGTT ACAACCACCAAATTCCCATT
ChFaM209 (CTCTT)4 144 60 CCCCCAAAACCCTCTATTCT ATCATTCCCAAGCCACTGTC
ChFvM210 (TC)23 220 59 TCCCCACATTTTCCTTGTTT GTGGTGTTGGTGAGTGGAGA
ChFvM212 (TCT)7 115 60 CAAATCTTCAACGGTCTCTCC ACGGAGGAGGAGGAAGTCAT
ChFvM213 (GA)9 215 60 AACCCTAGGAGGCTGAAACC ATACCCCGGGTGGTACTTGT
EMFNn049 (AG)30 235 TD* GCTAGCGTTCAAATTAAGACCA GGTATCGGATTGAGGAAATCAA
UFFxal6HO7 (cm1a 248 TD* CTCTACCACCATTCAAAACCTC CACTGGAGACATCTAGCTCAAAC
EMFv029 (TG)12 186 58 TACTATTGAAGAAACTCCTACTGA TCTTTGATCTGCTTCCACCTT
BFACT-045 (GA)9 166 57 GAGGCAGAAGTGTTTTTCGTG ATGTAGGCACCCCCTCAAA
ARSFL-007 (CT)14(GA)13 256 56 GCGCGCATAAGGCAACAAAG GCGAATGGCAATGACATCTTCTCT
CFVCTO017 (cT)21 128 59 GCATCTCCAAAGCTCTCACG GCCTAAACCAAACCCAAAATC
BFACT-029 (CT)4...(CT)10 242 57 AGGGTGGGTTGTGTAAATCCT TGAAATGCCAGAGAGACAACTTT
ChFvM230 (CAA)6 199 59 GGGCAGATCGGTCAGATAGT CCATGTCCAAGATGGAGTCA
ChFvM231 (AG)11 152 59 CGCCATTTGATATCCCACTC GGCCCCAATATCAGCAATTA
ChFvM232 (CT)22 197 59 GCTTCTTGGGACAGCAACAC TGAACCCTGCATTTCCTCTG
ChFvM234 (AG)6 171 59 GCCATTGCATTTCCTCACTT CATGAGCTTCTCGCAGAGGT
ChFvM235 (AG)20 177 59 GGTGTTGGTGGGGTTATTTG ACCACTGTCTGGTGCACATT
BFACT-010 (AG)15 151 57 TGTCATTTCCTCCAGTCTTATTCC CAGCAACATCCATGGCTACC
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BFACT-041 (AG)7 181 57 TAGGTGTGGAGAAGCCCAAC GCCCAGGTAAGGAGAGGAGA
BFACT-047 (AG)16 163 57 ATCGTACCTATGCATCATCTGC AGGCAGGACCATCAACTAAGAG
EMFv013 (CGG)4 203 62 CGGTGCGGCGGTGCAACTC GGTTTGATGGCCCTTTGCTGGATG
ARSFL-092 (CT)8(GA)13 179 59 TCCGGTGACGAATCTAAAGG GAAGAACAAGCACCACCACA
ChFvM244 (CT)a5 223 61 TCCTCTGCCTACTTCCCCTA CCTCTGTGCTTGAGTGAGCA
ChFvM245 (CT)12...(CCT)5 198 57 TCAACCACACCGCTACTCCT CTTGCTGAGCTCGTCCTTGT
ChFvM246 (GAA)9 233 62 AGTGAGGTGAAAGGGGAAGC CTGGGACGAAAGTTCCCAAT
ChFaM247 (CT)12(CA)12 222 62 GATGGCCAGTGGTACGATGT TGCTCACTGTGGTTCTGTGC
EMFN182 (GT)8 179 TD* GCAACAAAGGAGGTTAGAGTCG TGGTGAGTGCTCATTGTTCC
EMFv143 (TC)16 188 TD* ACAATTGGAGCGACACCTTC CCGCGGTTTGATGAGTAAAA
ARSFL-010 (GA)20 252 TD* GCGTCAGCCGTAGTGATGTAGCAG GCGCCAGCCCCTCAAATATC
ARSFL-017 (cT)10 218 TD* GCGCATCACAATCGCCATAGAAAC GCGAACACGCCTTCAACAACCAC
EMFvil66 (AG)11 270 TD* ACCGACAGCTGAGTTAGAGGAG AGTCATAGGACCCCACTTCAAA
EMFn010 (TC)22 191 TD* GATTAATGCCCAGTGATGGAAT CACTGTGGAAGTATGTGTTGGG
EMFNn228 (CT)9 254 TD* TTGCTGAGGATTTGAAAATGG TGAAGTTTACTGGCGTTTGC
EMFn117 (CcT)15 175 TD* ATCGGATCAACAAGCAAAGC ATGGATGAGGGGAGAAGAGG
ARSFL-022 (GA)11 158 TD* GCGAACCCCATTAACAGCTTCA GCGATCAAATTCCCCTCTAACAAT
EMFn153 (cT13 246 TD* CTCGAGCTCCCTTTCTATCG TGGCCAAATGTTCTCACTAGC
BFACT-018 (GA)9 218 TD* AGGATCGGAGAACAGCAGAG CTCCCTCCTCTCCAACTGTG
EMFv021 (AG)7 196 TD* TCATTTTTCAGGGCCACGGGTAGA GTGGTGGTTGAGGCAGTGGAGGAT
ChFaM262 (AGAA)4 171 62 ACTCGGTGAGGAAAGACGAA AGAGAAGACCGCTGAGGATG
UDF-034 (AC)11 136 TD* TGAATCCCTTTCCACATGCT GTTTGTGTGCTGGGTTCCTC
EMFv020 (GTC)8...(GTC)3 158 64 CAGGCGCCAACGGCGTGCTCTTGT CAGCGCCGCCAGCTCATCCCTAGG
BFACT-003 (TC)20 205 57 GGCTTTCCGTTTGAGTAGGG ATATCGGTTGGGGAGGGC
BFACT-005 (TC)15 153 57 TGGGTCTCTCACACAAAGTCC CTGAAATTGAAGCGAGGAGC
BFFv11-05-02 FGVI (GA)10 216 TD* ATCTTCCCATGACTTGATCAGC CCAAGTGTCAGATTCTTTGTCC
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5. Factores de transcripcion presentes en la experiencia de RNA-seq.

Tabla S9. Tabla de factores de transcripcion presentes en la experiencia de RNA-seq con tasas de cambio mayor de 2. En verde sobre-expresados en el grupo de plantas estolonantes
(RR2013), en rojo inhibidos en RR2013, Ordenados de mayor a menor segun su tasa de cambio.
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6. Marcadores DArTs cruzados con la experiencia de RNA-seq.

Tabla $10. Tabla de marcadores DArTs cruzados con los resultados de la experiencia de RNA-seq. En verde genes sobre-expresados en el grupo de plantas estolonantes (RR2013), en rojo
genes inhibidos en RR2913, Ordenados de mayor a menor seguln su tasa de cambio. En negrita genes con tasa de cambio mayor a 2.
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7. Datos de expresion de los genes con tasas de cambio superiores a 2 en la experiencia de RNA-seq.

Tabla S11. Expresion diferencial de los 710 genes con tasas de cambio mayores a 2, en la experiencia por RNA-seq. En verde genes inducidos en plantas estolonantes, en rojo genes
expresion mayor en las plantas no estolonantes.
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