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Resumen

En los ultimos 10 afios la produccién de vainilla en México y en otros paises ha
disminuido debido a un problema denominado agronémicamente como “caida prematura
de fruto”, el cual esta poco estudiado en orquideas y biolégicamente es distinto al
documentado en otras plantas. Dado que las auxinas tienen una participacion especifica
en la regulacion del proceso de transicion de flor a fruto, y concretamente que los genes
ARF8 e IAA25 regulan la expresion de genes relacionados con la madurez de évulos y el
desarrollo del fruto, el objetivo del presente estudio fue analizar los niveles de expresién
de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante los 45 dias criticos después de la
polinizacion (ddp), en los genotipos CH-I (tolerante a caida) y CH-VI (susceptible a caida)
de Vanilla planifolia (Orchidaceae). Para lo cual se disefiaron primers especificos en
dominios funcionales, que se usaron para el andlisis de la expresion relativa (ER) de los
genes VpARF8 y VpIAA25 mediante PCR cuantitativo (QPCR). Los resultados muestran
diferencias significativas en los niveles de transcritos de VpARFS8 entre fases de desarrollo
y en el caso de VplAA25-like se observaron diferencias entre genotipos. A partir del
andlisis multivariado de los niveles de expresion relativa de VpARF8 y VplAA25-like se
identificaron dos perfiles de expresién para ambos genes y genotipos, que sugieren que
en V. planifolia el proceso de polinizacion y fertilizacién sucede en momentos diferentes y
es contrastante entre genotipos. Se destaca que el genotipo CH-VI (Susceptible), no
alcanza la etapa de fertilizacion; por lo que el fenémeno reconocido agronémicamente
como “caida prematura de fruto” en V. planifolia, corresponde biol6égicamente con la

abscision de flores no fertilizadas.

Palabras clave: Auxinas; Caida de fruto; Sindrome Post polinizacién; Variaciéon

infraespecifica.




Abreviaturas

Introduccion:
AlA: Acido indol acético (auxina).

ARF: Del inglés Auxin Response Factor. Gen que expresa un factor de respuesta a
auxinas.

ARF: Del inglés Auxin Response Factor. Proteina que participa como factor de respuesta
a auxinas.

ARF8: Del inglés Auxin Response Factor eight. Gen que expresa el factor de respuesta a
auxinas numero ocho.

ARF8: Del inglés Auxin Response Factor eight. Proteina que participa como factor de
respuesta a auxinas niumero ocho.

Aux/IAA: Del inglés Auxin/Indole-3-Acetic Acid. Gen que expresa una proteina sensible a
auxinas.

Aux/IAA: Del inglés Auxin/Indole-3-Acetic Acid. Proteina sensible a auxina.
DNA: Del inglés deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico).

IAA25-like: Del inglés Auxin-responsive protein 25. Gen que expresa la proteina sensible
a auxinas numero 25.

IAA25-like: Del inglés Auxin-responsive protein 25. Proteina sensible a auxinas numero
25.

Marco tedrico:

ac: Del inglés Initial archesporial cell (célula arcoespiral).

AuxRe: Del inglés auxin-responsive element (Elemento de respuesta a auxina).
DA: Dominio auxiliar.

DD: Dominio de dimerizacion.

E: Epidermis.

fv: Del inglés fertile valve (valvulas fértiles).

ii: Del inglés inner integument (integumento interior).

mc: Del inglés megaspore mother cell (célula madre de la megaespora).




mi: Del inglés micropyle (micropilo).

mm: Del inglés micropylar megaspores (megaesporas micropilares).
ne: Del inglés nucellar epidermis (epidermis nucelar).

O: Ovulo.

oi: Del inglés outer integument (integumento exterior).

P: Placenta.

PO: Primordio de 6vulo.

sv: Del inglés sterile valve (valvulas estériles).

Materiales y método:

A p: Botdn floral en antesis polinizado.

A s/p: Botdn floral en antesis sin polinizar.

BLAST: Del inglés Basic Local Alignment Search Tool.

BLAST KOALA: Del inglés KEGG Orthology And Links Annotation.
cDNA: Del inglés deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico complementario).
CDS: Del inglés coding sequence (Secuencia codificante).

CH-I: Genaotipo de V. planifolia tolerante a caida de fruto.

CH-VI: Genotipo de V. planifolia susceptible a caida de fruto.

ER: Expresion relativa.

KEGG: Del inglés Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

gPCR: Del inglés quantitative polymerase chain reaction (Reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa).

RNA: Del inglés ribonucleic acid. (Acido ribonucleico).
ldap: Un dia antes de la polinizacion.

1ddp: Un dia después de la polinizacion.

10ddp: Diez dias después de la polinizacion.

25ddp: 25 dias después de la polinizacion.




45ddp: 45 dias después de la polinizacion.

Resultados y discusion:

VpARF8: Del inglés Auxin Response Factor eight. Gen ortélogo en V. planifolia que
expresa el factor de respuesta a auxinas nimero ocho.

VpARF8: Del inglés Auxin Response Factor eight. Proteina ortéloga en V. planifolia que
participa como el factor de respuesta a auxinas nimero ocho.

VplAA25-like: Del inglés Auxin-responsive protein 25-like. Gen ortélogo en V. planifolia
que expresa una proteina similar a la proteina sensible a auxina numero 25.

VplAA25-like: Del inglés Auxin-responsive protein 25-like. Proteina ortéloga en V.
planifolia similar a la proteina sensible a auxinas niamero 25.
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1. Introduccién general

1.1 Introduccién

La fertilizacion es un proceso critico en la historia de vida de todas las plantas terrestres.
Define su éxito reproductivo, supervivencia y contribuye a mantener la variabilidad
genética de las poblaciones (O’Neill, 1997). En algunas angiospermas como la familia
Orchidaceae, dicho proceso de fertilizacion es muy largo y ocurre entre los 45 y 70 dias

después de la polinizacion (ddp) (Chen & Fang, 2016).

A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las angiospermas, el ovario de las
orquideas no tiene O6vulos o estan inmaduros en el momento de antesis, ya que
evolutivamente los 6vulos se desarrollan después de la polinizacién (Sindrome Post-
polinizacién) como una estrategia para optimizar recursos; de manera que es el contacto
del polen con el estigma, la sefial que activa el mecanismo hormonal que permite el
desarrollo de los évulos de manera sincrénica a la elongacion del tubo polinico hasta su
fertilizacion (O’Neill, 1997). Dicho sistema de fertilizacion es altamente sensible a cambios
ambientales que modifican sefales hormonales (principalmente de auxinas y etileno),
desincronizando el desarrollo de los Gvulos y el crecimiento de los tubos polinicos, lo cual
interrumpe el proceso de fertilizacién de la flor y provoca su abscision (Chen & Fang,
2016; O’Neill, 1997; Pérez, Calderon & Nomura, 1998).

Se sabe que la auxina &cido indol acético (AIA) tiene un papel central en la regulacion de
los procesos de polinizacién, fertilizacion, inicio y maduracion del fruto; encendiendo y
apagando genes de respuesta a auxinas, principalmente de las familias ARF (Auxin
Response Factor) y Aux/IAA (Auxin/Indole-3-Acetic Acid) (Kang et al, 2013; Kumar,
Khurana & Sharma, 2014; Pandolfini, Molesini & Spena, 2007).

Hasta el momento se ha descrito en Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) y Solanum
lycopersicum (Solanaceae) que la regulacion transcripcional del metabolismo de auxinas
durante las primeras etapas del desarrollo del fruto, esta mediada por Ila
heterodimerizacion de las proteinas sintetizadas por genes ARF y Aux/IAA (Goetz et al.,
2007; Pandolfini et al., 2007).

Especificamente, se ha definido que ARF8 e IAA25 pueden estimular la expresion

temprana de genes relacionados con la madurez de 6vulos y el desarrollo del fruto (Goetz
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et al., 2007; Pomares-Viciana, Die, Del Rio-Celestino, Roman & Gémez, 2017; Wu et al.,
2012). Por otra parte, se ha demostrado que la expresién del gen ARF8 puede variar
entre cultivares de Cucurbita pepo (Cucurbitaceae) y Musa acuminate (Musaceae) (Hu et
al., 2015; Pomares-Viciana et al., 2017).

Cabe resaltar que la mayor parte de la informaciéon se concentra en organismos modelo
como A. thaliana y se plantea que los mecanismos de regulacion de auxinas durante el
desarrollo del fruto pueden ser distintos en otros grupos taxondmicos como la familia
Orchidaceae (Ljung, 2013; Pattison, Csukasi & Catala, 2014); en la cual se conoce
parcialmente el proceso de transicion de flor a fruto y no se conoce el papel de los genes
ARF8 e IAA25 durante dicho proceso.

En orquideas con interés comercial como Vanilla planifolia Andrews (Orchidaceae), que
ademas es fuente de ingreso para numerosas comunidades rurales e indigenas del
tropico mexicano, se ha observado que en los dltimos 10 afos, la produccion ha
disminuido hasta en 80% por un fendémeno reconocido inicialmente como “caida
prematura de fruto” el cual se presenta entre los 45 y 55 ddp (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural [SAGARPA] , 2013; Soto-Arenas, 2006).

Hasta el momento se desconocen las causas de dicho fenébmeno; sin embargo, datos
preliminares sugieren que puede estar vinculado con modificaciones al metabolismo de
auxinas como respuesta a variaciones ambientales (Liu et al., 2010; Salazar-Rojas et al,
2016). Por otra parte, se ha observado, que existe una respuesta diferencial a la “caida
prematura”, entre genotipos, concretamente se ha observado que el genotipo CH-I es un
material tolerante, mientras que el genotipo CH-VI es mas susceptible a la caida

prematura (Salazar-Rojas et al., 2016).

Dicho la anterior y dado que no se conocen con detalle los genes especificos, su
comportamiento a lo largo del proceso de transicion de flor a fruto en vainilla y que este
conocimiento podria contribuir a comprender la problematica de produccion que presenta
V. planifolia; se plante6 como objetivo, analizar los niveles de expresién de los genes

ARF8 e IAA25-like durante la transicion de flor a fruto en dos genotipos de V. planifolia.
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2. Marco teérico

2.1 El proceso de fertilizacién

La transicion de flor a fruto en la familia Orchidaceae se caracteriza por ser un proceso
largo en el que la polinizacion es la sefial que activa el desarrollo de los évulos hasta la
fertilizacion por lo cual la polinizacién y la fertilizacion ocurren en momentos distintos del
desarrollo de la planta (Mayer, Carmello-Guerreiro & Appezzato-da-Gléria, 2011; O’Neill,
1997).

Durante la antesis, el ovario presenta una region de placenta con valvulas estériles, no
presenta Ovulos desarrollados, solo pequefias proyecciones compuestas por células con
citoplasma denso; una vez que ocurre la polinizacién, la placenta comienza a proliferar y
germinan los granos de polen (Mayer et al., 2011). Posterior a la polinizacion, entre 1-
5ddp, los tubos polinicos comienzan a crecer, en la placenta se forman proyecciones y en
el dvulo, la célula terminal subdérmica se diferencia en una célula arcospiral con un
ndcleo evidente. Posteriormente las divisiones celulares de la capa dérmica conducen a la
formacion de los integumentos y la curvatura del 6vulo. Hacia los 25ddp la célula
arcospiral se convierte en una célula madre de la megaespora y el ovario sigue
engrosandose, hacia los 45ddp ocurre la diferenciacién de los 6vulos, posteriormente

ocurre la fertilizacién y la degradacion de los tubos polinicos (Fig. 1) (Mayer et al., 2011).

1dap Aslp Ap 1ddp 10ddp 25ddp 45ddp

Ovario 7 (1N

o

Figura 1. Modelo tedrico de la fertilizacion en orquideas, donde se muestran siete fases del
desarrollo: Boton floral un dia antes de la polinizacion (1dap), flor en antesis sin polinizar (A s/p),
flor en antesis polinizada (A p), ovario un dia después de la polinizacién (1ddp), diez dias después

de la polinizacién (10ddp), 25 dias después de la polinizacion (25ddp) y 45 dias después de la
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polinizacion (45ddp). Donde en el 6vulo se muestran valvulas fértiles (fv), valvulas estériles (sv),
placenta (pl), epidermis nucelar (ne), celula arcoespiral (ac), integumento interior (ii), integumento
exterior (0i), célula madre de la megaespora (mc), micrépilo (mi), megaesporas micropilares (mm)
En el ovario se muestran primordios de 6vulo (PO), la placenta (P), y évulos formados (O) (Mayer
etal., 2011).

A nivel molecular se ha descrito que cuando ocurre la polinizacion, se desencadena una
serie de sefiales hormonales inducidas por el AIA proveniente del polen, dichas sefiales
ocurren de manera simultanea en el estigma y el ovario (O'Neill, 1997). En la parte del
estigma, la explicacion se concentra principalmente en el metabolismo de etileno (O Neill,
Nadeau, Zhang, Bui & Halevy, 1993; Ozga & Reinecke, 2003; Zhang & O’Neill, 1993),
mientras que en el tejido del ovario, se han descrito varios genes relacionados con
biosintesis, sefializacion, transporte y degradacion de auxinas, que participan en la
coordinacion del desarrollo de los 6vulos antes de la fertilizacién (Domingos, Fino, Paulo,
Oliveira & Goulao, 2016; Kang et al., 2013; Pattison et al., 2014). Particularmente se sabe
que las familias mutagénicas ARF y Aux/IAA son clave en la regulacion del encendido y
apagado de genes blanco de auxinas en distintos procesos del desarrollo de las plantas
(Leyser, 2018). Concretamente se ha relacionado a los genes ARF8 e IAA25 con la
induccién del desarrollo de 6vulos y frutos en A. thaliana (Pandolfini et al., 2007), C. pepo
(Pomares-Viciana et al., 2017) y S. lycopersicum (Wu et al., 2012).

Por lo cual, se ha planteado un modelo que explica el mecanismo molecular donde
intervienen estos genes durante la polinizacion (Goetz, Vivian-Smith, Johnson &
Koltunow, 2006; Goetz et al., 2007; Pomares-Viciana et al., 2017; Wu et al., 2012).

Dicho modelo considera que antes de la polinizacion, la baja concentracion de auxinas en
el tejido incrementa la expresion de los genes ARF8 e IAA25; por lo cual ocurre la
heterodimerizacion de las proteinas ARF8 e IAA25; debido a esto, ARF8 no puede
participar como factor de transcripcion de genes de induccién y crecimiento del fruto (Fig.
2) (Audran-Delalande et al., 2012; Bassa et al, 2012a; Goetz et al., 2007).

Una vez que ocurre la polinizacion, las auxinas provenientes del polen llegan al tejido y
los niveles de expresion de ARF8 e IAA25 descienden, ya que el gen ARF8 participa
como regulador negativo del inicio del fruto; entonces el receptor TIR1/AFB transporta a la
proteina 1AA25 al proteosoma para su degradacion. De esta manera ARF8 queda libre
para encender genes de induccion y desarrollo del fruto (Goetz et al., 2006 y 2007;
Pandolfini et al., 2007; Pomares-Viciana et al., 2017; Wu et al., 2012) (Fig. 2).
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Figura 2. Modelo de actividad de las proteinas ARF8 e IAA25 en el control de la iniciacion del fruto,
basado en el modelo de Goetz et al. (2007). Donde Los niveles altos de ER de los genes ARF8 e
IAA25 sugieren la retencién de la proteina ARF8 por heterodimerizacion, la cual evita el encendido
de genes de induccion de frutos. Por otro lado, Los niveles bajos de ER de los genes ARF8 e
IAA25 sugieren la liberacién de la proteina ARF8 y el encendido de genes de induccion de 6vulos y

frutos.

2.2 Origen evolutivo de los genes ARF y Aux/IAA

Las familias mutagénicas ARF y Aux/IAA estan estrechamente relacionadas debido a que
los genes Aux/IAA se originaron de un gen ARF ancestral proveniente de algas que
quedé truncado y perdié su dominio B3 en la traduccion (Fig. 3) (Mutte et al., 2018; Wu et
al.,, 2017). Una evidencia de esto es que existe una clase de genes Aux/IAA que

provienen directamente de genes ARF truncados (Fig. 3) (Wu et al., 2017).
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Figura 3. Filogenia de genes Aux/IAA y ARF en Physcomitrella patens (Funariaceae), Selaginella
moellendorffii (Selaginellaceae) y Picea abies (Pinaceae). Se resaltan en verde los clados
pertenecientes a secuencias de genes ARF, en azul los pertenecientes a Aux/IAA y en naranja las

secuencias de genes Aux/IAA provenientes de secuencias de ARF truncados. Arbol propuesto por
Wu et al. (2017).

Ademas, no se han encontrado secuencias de genes Aux/IAA en algas, por lo que se ha
propuesto que el surgimiento de la familia Aux/IAA fue una innovacién evolutiva de las
plantas terrestres (Wu et al., 2017). A partir de esto, los principales loci de ARF y Aux/IAA
se desarrollaron por eventos de duplicacién cromosémica (Finet, Berne-Dedieu, Scutt &
Marlétaz, 2012). Esto favorecié la formacién de genes paralogos con cambios de bases
gue generaron diferencias en la organizacion y funcién de los dominios proteicos
relacionados con la sefializacion del metabolismo de auxinas; lo que ha favorecido la
evolucion y diversificaciéon de las plantas terrestres (Fig. 4) (De Smet et al., 2011; Finet et
al., 2012; Remington, Vision, Guilfoyle, & Reed, 2004).
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Figura 4. Filogenia y estructura de los genes ARF en plantas terrestres. A) Filograma de los
analisis de 224 taxones con dominios funcionales. B) Origen evolutivo de dominios funcionales de
ARF. Los cuadros rellenos indican la presencia de datos genémicos, los cuadrados abiertos
indican falta de datos, las lineas punteadas indican hipétesis alternativas y los diamantes amarillos

indican un evento de duplicacién del genoma completo. Propuesto por Finet et al. (2012).

Concretamente, se ha relacionado al gen ARF8 con el surgimiento de las plantas con flor
ya que se encontré un patron de duplicacion que coincide con el surgimiento y evolucién
del desarrollo floral, el cual se diversific6 durante la radiaciébn adaptativa de las
angiospermas (Fig. 4) ya que ARF8 ha tenido un papel central en funciones reproductivas
como la polinizacion, fertilizacion y formacion del fruto durante la evolucion de estas
plantas (Finet et al., 2012; Pandolfini et al., 2007).
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Por otro lado, se conoce muy poco acerca del papel evolutivo y funcional de la familia
multigénica Aux/IAA ya que presenta redundancias funcionales con los distintos ARF
dependiendo de la concentracién de auxinas en el tejido y etapa de desarrollo (Winkler et
al., 2017; Wu et al., 2017). Ademas, existe dificultad para clasificar los genes Aux/IAA
debido a la baja cantidad de informacion sobre estas secuencias en muchos grupos
taxondmicos y que se han encontrado genes truncados de los cuales no se conoce su
funcién (Wu et al., 2017); sin embargo, es importante mencionar que el gen IAA25
descrito en S. lycopersicum tiene implicaciones importantes en la formacién del fruto y se
ha relacionado filogenéticamente con genes del clado E (Fig. 5); como es el caso del gen
IAA27 de Oryza sativa (Poaceae) que produce un proteina capaz de regular la
polinizacion mediante la formacion de heterodimeros con ARF debido a sus dominios
funcionales (Bassa et al., 2012a y 2012b; Jain et al., 2006; Li, Xie, Hu & Zhang, 2016; Wu
etal. 2012; Wu et al., 2017).

Figura 5. Relacion filogenética entre genes Aux/IAA candnicos. Los genes derivados de diferentes

categorias se agruparon en distintos clados. Arbol propuesto por Wu et al. (2017).
Estructuralmente en ARF8, se distinguen tres dominios funcionales en la proteina:

Un dominio amino-terminal tipo B3 que sirve para la unibn a DNA en la region
TGTCTC/GAGACA del AuxRe del gen blanco de auxinas. Recientemente se ha descrito
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que existen cuatro dominios asociados al dominio amino-terminal, dos dominios de
dimerizacién (DD) y dos dominios auxiliares (DA) de los cuales no se conoce su funcién
(Fig. 6) (Li et al, 2016).

El segundo es una region variable que funciona como dominio activador de la
transcripcibn ya que presenta una region rica en Glu/Ser/Leu (Fig. 6) (Garay-Arroyo,

Sanchez, Garcia-Ponce, Alvarez-Buylla, 2014).

Finalmente existe una regién que comprende a los dominios Il y IV que forman una
dimerizacion carboxilo-terminal involucrada en la interaccidn proteina-proteina con otros
ARF o con miembros de la familia Aux/IAA (Fig. 6) (Garay-Arroyo et al., 2014, Li et al.,
2016; Tiwari, Hagen, & Guilfoyle, 2003).

En cuanto a la estructura de la familia Aux/IAA se reconocen cuatro dominios:

El dominio I, que es el menos conservado, presenta un extremo amino terminal para el
reclutamiento de co-represores transcripcionales; por lo tanto, tiene un papel represor
(Fig. 6) (Garay-Arroyo et al., 2014).

El dominio Il, que es necesario para la asociacion TIR1-Aux/IAA, resulta importante para
la degradacion mediada por el proteosoma; por lo tanto, es altamente conservado (Fig. 6)
(Garay-Arroyo et al., 2014).

Finalmente los dominios Ill y IV median la dimerizaciéon entre otras proteinas Aux/IAA y
ARF por lo que son especificos de cada proteina (Fig. 6) (Garay-Arroyo et al., 2014;
Hagen & Guilfoyle, 2002; Reed, 2001).

DA DD B3 DD DA — - n-1v
~—

Regidn activadora

| 1l

1l v
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19




Figura 6. Estructura de los dominios conservados de las proteinas ARF8 y Aux/IAA:;

En las proteinas ARF se muestra un dominio B3 con sus respectivos dominios auxiliar (DA) y de

dimerizacion (DD); posteriormente la region variable, seguida por los dominios Il y IV.

En Aux/IAA se observa los dominios I, el dominio II; seguido por los dominios Il y IV (Finet, Berne-
Dedieu, Scutt, & Marlétaz, 2012; Garay-Arroyo et al., 2014; Reed, 2001; Tiwari et al., 2003).

A pesar de que se conoce que ARF8 y proteinas Aux/IAA han tenido un papel evolutivo
importante en la formacion del fruto de las angiospermas; y que el proceso de fertilizacion
es diferente en la familia Orchidaceae, donde los 6vulos se desarrollan después de la
polinizacion (O’Neill, 1997); no existe informacién sobre la identidad y la funcién de los
genes ARF8 e IAA25-like asociados con la transicion de flor a fruto en orquideas y
particularmente en V. planifolia.

2.3 El efecto de la variacion infraespecifica sobre la expresion genética

Se ha observado que uno de los efectos mas evidentes del cambio climético en las
orquideas, incluida V. planifolia, es la modificacion de la fenologia reproductiva de las
poblaciones (Liu et al., 2010; Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
[SAGARPA] , 2013; Soto-Arenas, 2006). Sin embargo, los factores ambientales no tienen
el mismo efecto en todos los individuos de una especie, por lo cual, la variacion
infraespecifica que integra un linaje, expresa diferencias en las respuestas adaptativas
entre genotipos o subpoblaciones (Des Roches et al., 2017). En este sentido, el estudio
de la variacion infraespecifica de tipo funcional, aporta informacion ecolégicamente
importante sobre la relacion de los fenotipos asociados con patrones de crecimiento,
fenologia y fisiologia que son reflejo de variaciones en la regulacion y expresion
diferencial de genes entre diferentes genotipos (Des Roches et al., 2017; Mimura et al.,
2016).

En el caso concreto del gen ARF8, se ha identificado variacion en los niveles de ER en
tres genotipos de C. pepo durante la polinizacion; por lo cual se observé que en cada
genotipo, opera un mecanismo de regulacion distinto para la formacion de fruto (Pomares-
Viciana et al., 2017).
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También se ha descrito que ARF8 tiene una expresion distinta durante la formacion del
fruto, segun el genotipo de M. acuminata. Se obsevaron niveles altos de ER de este gen,
en genotipos de alta calidad de produccion y valores bajos en genotipos resistente al

estrés abiotico (temperatura, salinidad y sequia) (Hu et al., 2015).

Por otro lado, se sugiere que la variacion en los niveles de ER de ARF8 también esta
influenciada por las fases del desarrollo del tejido. Particularmente se han identificado
niveles altos de expresiéon de ARF8 durante la antesis de la flor y niveles bajos de
expresion durante el desarrollo del fruto de dos genotipos de M. acuminata (Hu et al.,
2015).

En el caso de IAA25, también se ha identificado un efecto de la fase de desarrollo del
fruto sobre la expresion de dicho gen en S. lycopersicum. Particularmente se observé que

su nivel de expresién disminuye durante la formacién del fruto (Wu et al., 2012).

Debido a esto se ha sugerido que el comprtamiento a lo largo del tiempo de los genes
ARF8 e IAA25 es determinante en el mecanismo de formacién del fruto (Hu et al., 2015;
Wu et al., 2012).

Recientemente se ha planteado que en V. planifolia existe una respuesta diferencial a la
“caida prematura”, entre genotipos cultivados, concretamente se ha observado que el
genotipo CH-I es un material tolerante, mientras que el genotipo CH-VI es susceptible a la
caida de frutos, dicha respuesta se ha atribuido a un patrén diferencial en la expresion de
genes de la ruta metabdlica de auxinas (Salazar-Rojas et al., 2017); por lo que se propone
que podrian existir diferencias en los niveles de expresion relativa de los genes ARF8 e
IAA25-like determinadas por el genotipo (CH-I y CH-VI) y la fase del desarrollo del fruto de
V. planifolia. Por esta razon se propone utilizar la PCR cuantitativa (QPCR) como
estrategia para monitorear la variacion infraespecifica funcional, ya que permite analizar
niveles de expresion de genes especificos que tienen un papel central en rasgos

funcionales (Mimura et al., 2016).
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3. Hipotesis

3.1 Existen diferencias en los niveles de expresion relativa de los genes ARF8 e
IAA25-like determinadas por el genotipo (CH-1 y CH-VI) y la fase del desarrollo del

fruto en Vanilla planifolia.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Analizar los niveles de expresion de los genes ARF8 e IAA25-like durante la
transicion de flor a fruto en dos genotipos de Vanilla planifolia.

4.2 Objetivos particulares

e Analizar in silico la homologia de secuencias de ARF8 e IAA25-like para el disefio
de primers en dominios especificos para Vanilla planifolia.

e Comparar los niveles de expresion entre genotipos, de los genes ARF8 e IAA25-
like durante los 45 dias después de la polinizacién de la flor mediante gPCR.

e Describir el perfil de expresion de los genes ARF8 e IAA25-like durante los 45 dias

después de la polinizacién de la flor mediante qPCR.
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5. Materiales y método

5.1 Colecta del material bioldgico

Se colectaron flores de dos genotipos de V. planifolia: El genotipo tolerante (CH-I), el cual
fue colectado en el municipio de Pantepec, perteneciente al estado de Puebla y el
genotipo susceptible a caida (CH-VI), colectado en el Municipio de San Rafael,
perteneciente al estado de Veracruz. El material biol6gico se almacend en la solucién de

preservacion RNAlater® (SIGMA) y N liquido como conservadores del material biolégico.

5.2 Extraccion de RNATota

Se disect6 el gineceo y se trituro con N; liquido para evitar la degradacién del material
biolégico. Posteriormente se realizd la extraccion de RNArtoa, con TRIZOI Reagent®
siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1).

Al RNA obtenido se le realiz6 un tratamiento con DNasa |, para eliminar remanentes de
DNA gendmico: Se precipitd el RNA en 20ul de acetato de sodio 3M y 60ul de etanol frio
al 100% durante 12 h a -80°C, posteriormente se removié el etanol y se resuspendié la
pastilla en 20ul de agua libre de nucleasas. Finalmente se verifico la integridad

del RNATq mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Anexo 2).

5.3 Sintesis de cDNA

Las muestras de RNAr«a Se mantuvieron en hielo. La reaccion de sintesis de cDNA se
realizo con la enzima SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase de Invitrogen® y oligodT, en
un termociclador BIO-RAD T2100 Thermal Cycler con un ciclo inicial de 42° durante 60

minutos, 70°C por 10 min (Anexo 3).

o
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5.4 Disefio de primers

5.4.1 Busqueda de secuencias

Gen ARF8: Se descargd la secuencia CDS del gen ARF8 de Arabidospsis thaliana
(Brassicaceae) (AT5G37020.1) (Goodstein et al., 2011). Dicha secuencia se mapeo con
un transcriptoma de V. planifolia (Publicacion en preparacion) en el programa Geneious®

version 9.0.4.

Posteriormente se tomaron fragmentos de la secuencia consenso y se utilizaron a manera

de sonda para buscar un contig ensamblado del transcripotoma de V. planifolia.

La secuencia del contig se ingreso en la base de datos de nucleétidos de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para realizar una busqueda sobre la ontologia del

gen mediante la herramienta BLAST (Benson et al., 2008).

A partir de los resultados obtenidos en BLAST, se descargaron secuencias CDS del gen
ARF8 con las siguientes claves de acceso: Asparagus officinalis (Aspargaceae)
(XM_020292188.1), Dendrobium catenatum (Orchidaceae) (XM_020844939.1), Zea mays
(Poaceae) (XM_008663932.2), Elaeis guineensis (Arecaceae) (XM_010909924.2), lllicium
parviflorum (Schisandraceae) (FN433177.1), Arabidopsis thaliana (Brassicaceae)
(AT5G37020.1) y Cabomba aquatica (Cabombaceae) (FN433174.1) (Benson, Karsch-
Mizrachi, Lipman, Ostell & Wheeler 2008).

También se realizdé una blsqueda BLAST en la base de datos Phytozome de la cual se
descargaron las secuencias CDS del gen ARF8: Panicum virgatum (Poaceae) (Pavir.
Ga00205.1), Setaria italica (Poaceae) (Seteria.3G020000.1), Musa acuminata (Musaceae)
(GSMUA_Achr4T25960 001) y Ananas comosus (Bromeliaceae) (Aco011886.1)
(Goodstein et al., 2011).

Gen IAA25: A partir de un transcriptoma de referencia de V. planifolia (Publicacién en
preparacion), se seleccionaron contigs involucrados en la ruta metabdlica de auxinas
mediante la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(Kanehisa & Goto, 2000). Dichos contigs se analizaron mediante la herramienta BLAST
KOALA (KEGG Orthology And Links Annotation) y se consideraron las coincidencias de
las secuencis de V. planifolia con el gen 1AA25-like de Ananas comosus (Bromeliaceae)
(Aco003342.1) y con IAA10 de Arabidopsis halleri (Brassicaceae) (Araha.3365s0019.1)
(Goodstein et al., 2011).
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Las secuencias previamente identificadas se sometieron a una segunda busqueda BLAST
en la base de datos de nucledtidos de NCBI, Phytozome y en la base de datos

especializada en la familia Orchidaceae Orchidstra 2.0.

A partir de las coincidencias obtenidas de la busqueda BLAST, se seleccionaron las

siguientes accesiones del gen IAA25-like:

XM_010913523.2 de Elaeis guineensis (Arecaceae) y Anthurium amnicola (Araceae)
(GDJX01024158.1) (Benson et al., 2008). Apostasia wallichii: AUTC010604, Orchis italica:
OITC018615, Cymbidium ensifolium: CETCO015813, Phalaenopsis aphrodite:
PATC150223, Phalaenopsis bellina: PBTC020065, Phalaenopsis lueddemanniana:
PLTCO006303, Phalaenopsis modesta: PMTC021387, Cypripedium formosanum:
CFTC015517 y Vanilla planifolia: VPTC014163 (Chao, Yen, Yeh, Chen, & Shih, 2017).
Brachypodium distachyon (Poaceae) (Bradi3gl13370.3), Musa acuminata (Musaceae)
(GSMUA_Achr7T03120_001), Oryza sativa (Poaceae) (LOC_0s08g01780.1) (Goodstein
et al., 2011).

Finalmente, se descargo la secuencia CDS del gen actina de V. planifolia (KF513175.1)
(Benson et al., 2008).

Los criterios de eleccién para las secuencias fueron: Relacién de ancestria comun,
particularmente que pertenecieran al superorden Lilianae. Ademas, una identidad y

cobertura del 80% de coincidencia.

5.4.2 Caracteristicas de los primers

Los primers se disefiaron con el programa Geneious 9® versién 9.0.4 en los dominios
funcionales de cada gen, que fueron localizados a partir de la traduccion de las
secuencias descargadas y su comparaciéon con los dominios de la proteina ARF8

anotados en la base de datos Uniprot (UniProt Consortium, 2014).

Las condiciones para el disefio de primers fueron una longitud de 21pb, Tm de 60°C, 50%

de GC y un producto de amplificacion de 80-120 bases.

Posteriormente se ingresaron distintas propuestas de primers en la pagina IDT
OligoAnalizer 3.1 para verificar que no se formaran homodimeros y heterodimeros
(Owczarzy et al., 2008).
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5.4.3 Construccién de arboles filogenéticos

Se eligié el modelo de sustitucién JC69 a partir del programa jModelTest. Se realiz6 un
andlisis bayesiano en los programas Geneious 9® version 9.0.4. y BEAST. Se utilizaron
como grupos externos a lllicium parviflorum y Anthurium amnicola para ARF8 e IAA25

respectivamente.

5.5 gPCR

La reaccién de qPCR se realiz6 por triplicado mediante el kit Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix ajustado a 10ul con 1ul de cDNA por reaccién, en el termociclador
StepOne™ Real-Time PCR System con el siguiente programa: Ciclo inicial de 95°C
durante 10 minutos, seguido por 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1

minuto, 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y 95°C durante 15 segundos.

La expresion se calculé de acuerdo con E = Peff (-ACt) (Pfaffl, 2004), donde Peff es la
primera eficiencia calculada utilizando el programa LinRegPCR v3.0.0. Los niveles de
expresion se indican como expresion relativa (ER) comparados con el gen constitutivo

(House keeping) de la proteina actina.

5.6 Analisis estadisticos

Se consider6 a las fases del desarrollo del fruto (siete fases) y el genotipo (dos genotipos)
como fuentes de variacion (Fig. 4). En las fases se analizaron siete momentos de
desarrollo: el boton floral previo a la antesis (1dap), la antesis en dos condiciones, sin
polinizar (A s/p) y polinizada (A p), también la flor un dia después de ser polinizada (1
ddp), 10 dias después (10 ddp), 25 dias después (25 ddp) y 45 dias después de ser
polinizada (45 ddp). Las fases se basaron en el periodo critico de desarrollo del fruto
en V. planifolia. Los datos para cada factor fueron analizados mediante un modelo
equivalente a un disefio de dos factores en completamente al azar balanceado (Littell,
Stroup & Freund, 2002). La comparacion de medias entre genotipos, tiempos y la
interaccion genotipo por tiempo, se realiz6 mediante una prueba de Tukey (Littell et al.,
2002).

26



G 1dap Aslp Ap 1ddp 10ddp 25ddp 45ddp

CH-I

4 ¢
e

Figura 7. Disefio experimental con siete fases del desarrollo del ovario de los genotipos CH-I y CH-

VI: un dia antes de la polinizacion (1dap), antesis sin polinizar (A s/p), antesis polinizada (A p), un
dia después de la polinizacién (1ddp), diez dias después de la polinizacion (10ddp), 25 dias
después de la polinizaciéon (25ddp) y 45 dias después de la polinizacion (45ddp) Salazar-Rojas

(Comunicacion directa) y Sandoval et al. (Comunicacion directa).

5.7 Analisis de conglomerados Heat map

Se realiz6 un andlisis de conglomerados tipo Heat map, para conocer el perfil global de
expresion relativa de los genes ARF8 e IAA25-like, en las siete fases del desarrollo y en
dos genotipos (CHI y CH-VI). Se trabaj6 en linea con la aplicacién
Heatmapper/Expression Heat Map mediante el método de medicibn de distancias
euclidianas como medida de distancia y método de agrupamiento de enlace promedio
(Babicki et al., 2017).
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6. Resultados y discusion

6.1 Analisis in silico de la homologia de secuencias de ARF8 e IAA25-like
para el disefio de primers en dominios especificos

A partir de la revision sobre las relaciones filogenéticas de las secuencias del gen ARF8
dentro del superorden Lilianae, se identific6 mediante inferencia bayesiana que la mayor
relacion de la secuencia del contig de V. planifolia (VpARF8) corresponde al clado del
orden Asparagales, donde se observa un nivel de identidad de secuencias de 65-72%
(Fig. 8). Se identificé un segundo nivel de identidad entre secuencias con un rengo entre

66-68% correspondiente a los érdenes Poales, Zingiberales y Arecales (Fig. 8).

Arabidopsis thaliana

llicium parviflorum

Cabomba aquatica

Zea mays

Setaria italica

Panicum virgatum

Ananascomosus ~ |__ Orden
I Poales

Musa acuminata Orden
Zingiberales

Elaeis guineensis s Orden
Arecales

Asparagus officinalis

Orden
Aspargales

Dendrobium catenatum |

Vanilla planifolia

Figura 8. Arbol filogenético del gen ARF8 de especies pertenecientes al superorden Lilianae.

Realizado con el modelo de sustitucion JC69.

El analisis bayesiano sugiere que la traduccién de VpARF8 es homoéloga a la proteina
ARF8 dado que es posible reconocer relaciones de ancestria en la secuencia que
explican altos niveles de similitud en los dominios funcionales (Fig. 9) (Pearson, 2013).
Particularmente el dominio IlI-IV est4 altamente conservado entre clados (Fig. 9-B). Dicho
dominio es exclusivo de ARF8 y le confiere la capacidad de formar heterodimeros con las
proteinas Aux/IAA, por lo que se consider6 como la regién éptima para el disefio de

primers especificos para el analisis cuantitativo de expresion diferencial (Li et al., 2016).
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Figura 9. Alineamiento nucleétido y traduccion de los dominios de ARF8: A) Dominio B3 (union a

DNA), B dominio llI-IV (funcién de formar heterodimeros con Aux/IAA). Se incluyen especies

pertenecientes al superorden Lilianae. Los dominios fueron anotados con una flecha naranja.
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Figura 9. Continuacién. Alineamiento de nucleétidos y traduccién de los dominios de ARF8: A)

Dominio B3 (unién a DNA), B dominio lll-IV (funcion de formar heterodimeros con Aux/IAA). Se

incluyen especies pertenecientes al superorden Lilianae. Los dominios fueron anotados con una

flecha naranja.

En el caso del andlisis sobre las relaciones filogenéticas de las secuencias del gen IAA25-

like dentro del superorden Lilianae mediante inferencia bayesiana, se observo que la

mayor relacion de la secuencia del contig de V. planifolia de I1AA25-like (VplAA25-like)

corresponde al clado del orden Asparagales, donde se observa un rango de identidad de

secuencias de 57-89% (Fig. 10). Particularmente se identifico un nivel de identidad mayor

(89%) entre secuencias de la familia Orchidaceae, Subfamilia Vanilloideae (Fig. 10).
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Figura 10. Arbol filogenético del gen IAA25-like e IAA10. Se incluyen especies pertenecientes al

superorden Lilianae. Realizado con el modelo de sustitucién JC69.

Una situacion particular que se observo en el cladograma de la figura 10, es la presencia
de una secuencia del gen IAAL10 A. halleri dentro del clado de la familia Orchidaceae, con
el cudl se encontrd alta similitud en el contig de V. planifolia. Y la ausencia dentro del
cladograma de la secuencia de IAA25 descrita en A. thaliana. Dicha informacién sugiere
que aun existe controversia sobre la identidad del gen, ya que la mayoria de las
secuencias revisadas como IAA25-like en el Superorden Lilianae, comparten una relacion

de ancestria con IAA10 de A. halleri.

Sin embargo, se observa que el contig de V. planifolia podria ser homdélogo de dicho gen
(por el momento 1AA25-like), debido a que, en la traduccién, existe alta conservacion en
los dominios funcionales (Fig. 11) (Pearson, 2013). Particularmente en el dominio IV que
habilita la capacidad de la proteina IAA25-like para formar heterodimeros con ARF8 (Li et

al., 2016), por tal razon se disefiaron los primers en dicha zona (Fig. 11-D).
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Figura 11. Alineamiento de nucleodtidos y traduccion de los dominios de 1AA25-like: A) Dominio |,
B) Dominio Il, C) dominio Il y D) Dominio IV. Se incluyen especies pertenecientes al superorden

Lilianae. Los dominios fueron anotados con una flecha naranja.
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Figura 11. Continuacién. Alineamiento de nucleétidos y traducciéon de los dominios de I1AA25-like:
A) Dominio I, B) Dominio II, C) dominio Il y D) Dominio IV. Se incluyen especies pertenecientes al

superorden Lilianae. Los dominios fueron anotados con una flecha naranja.

Tabla 1. Primers especificos para VpPARF8, VplAA25-like y VPACT con caracteristicas para gPCR.

Nombre del Directo (F) Reverso (R)
gen
VpARF8 GAGCTAGGGCAGATGTTTGGT GGTCGTCTCCAAGAAGAAGCA

VplAA25- TCTCCTCTACGAAGACCACGA  GCCTCTTGACCGAAGAAAGGA
like
(Dominio V)
VpACT GGGTTACTCCTTTACGACCACA GCTGCTCTTCGCTGTCTCAA

%
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6.2 Analisis de la expresion diferencial de los genes VpARF8 y VplAA25-like

durante la transicién de flor a fruto en V. planifolia

Se analizaron tres fuentes de variacion sobre la expresion relativa de los genes VpARF8 y
VplAA25-like: El genotipo, la fase de desarrollo y la interacciéon entre ellas (genotipo por

fase de desarrollo).

Entre genotipos Unicamente se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de VplAA25-like, mientras que entre fases de desarrollo, sélo se distinguieron

diferencias significativas para la expresion del gen VpARF8 (P<0.0001) (Tabla 2).

Tabla 2. Medias y coeficiente de variacién de la expresion relativa (ER) de los genes VpARF8 y
VplAA25-like de los genotipos CH-1 y CH-VI de V. planifolia.

Genes Media Coeficiente Cuadrados medios
(ER)  devariacidn — Genotipo  Fase del Genotipo*Fase
desarrollo del desarrollo
VpARF8 0.413*** 60.989 0.020Ns 1.686*** 1.314***
VplAA25- 1.220*** 12.069 0.497*** 0.071Ns 0.307***
like

Se presentan los valores no estadisticamente significativos (NS) y los que presentaron diferencias
significativas *** (P < 0.0001).

En el caso del andlisis sobre el efecto de la interaccidn, genotipo por fase del desarrollo,
para cada gen se analizaron 14 combinaciones de medias a través de la prueba de Tukey
(Tabla 2).

Para el gen VpARF8 se observaron cuatro grupos estadisticamente significativos en los
datos de expresion relativa (Tabla 3). El genotipo CH-VI presenté los mayores valores de
expresion 1dap, seguido por el genotipo CH-I a los 25ddp y solo en el genotipo CH-VI no

se registro expresion en las fases de Ap y 1ddp (Tabla 3).

Respecto al andlisis de la expresion del gen 1AA25-like mediante la prueba de Tukey, se
observaron 11 grupos estadisticamente significativos. Las principales diferencias
estadisticas se observaron en el genotipo CH-lI durante ldap (menores valores de
expresion) y 1ddp (el valor mas alto de expresién) (Tabla 3). De manera que en general
se observo un nivel menor de expresion del gen ARF8 en el genotipo CH-VI y un mayor

nivel de expresion de I1AA25-like en el genotipo CH-I (Tabla 3).
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Tabla 3. Medias del nivel de expresion relativa (ER) de los genes VpARF8 y VplAA25-like, de los
genotipos CH-I y CH-VI, donde D. S. (desviacion standar).

Genotipo Fase del VpARF8 VplAA25-like
desarrollo

Media D. S. Media D. S.
CH-I ldap 0.631" 0.138 0.763f 0.114
CH-I Aslp 0.656° 0.119 1.4203¢ 0.146
CH-I Ap 0.035°¢ 0.040 1.287bcde 0.197
CH-I 1lddp 0.073¢ 0.020 1.8132 0.186
CH-I 10ddp 0.664" 0.162 0.976%" 0.168
CH-I 25ddp 0.756° 0.224 1.4273%¢ 0.087
CH-I 45ddp 0.236"° 0.205 1.615% 0.184
CH-VI ldap 2.4792 0.851 1.583% 0.256
CH-VI Aslp 0.202 0.110 1.296°¢d 0.054
CH-VI Ap o° 0 1.022¢def 0.098
CH-VI 1ddp o° 0 0.851°f 0.070
CH-VI 10ddp 0.002°¢ 0.003 1.133cdef 0.139
CH-VI 25ddp 0.023c 0.020 0.937%f 0.090
CH-VI 45ddp 0.033 0.017 0.956%" 0.118

*Letras distintas en columnas indican diferencias significativas. Tukey (a = 0.05).

Al respecto, en C. pepo se ha documentado un efecto del genotipo sobre los niveles de
expresion de ARF8. Concretamente se observd que en tres genotipos, existe una
disminucion en la expresion del gen ARF8 cuando hay un incremento en la concentracion
de AlA; sin embargo, la magnitud de la disminucion es distinta entre genotipos, por lo cual
se sugiere que para la formacion de fruto, existe variacién en el mecanismo de regulacion

entre genotipos (Pomares-Viciana et al., 2017).

En el caso de IAA25, Wu et al. (2012) identificaron un efecto de la fase de desarrollo del
fruto sobre la expresion de dicho gen en S. lycopersicum. Particularmente observaron que
el nivel de expresion de discho gen es alto durante la polinizacion y disminuye durante el

desarrollo de los frutos.

Por otro lado en M. acuminata, se ha descrito que existe un efecto conjunto de los
genotipos y fases de desarrollo del fruto, sobre los niveles de expresion de ARF8 (Hu et
al., 2015). Se observé que a lo largo del tiempo, en un genotipo de alta calidad de

produccion, los niveles de expresion de ARF8 se mantienen altos; mientras que en otro
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genotipo resitente a estrés abiotico sus niveles de expresion fueron bajos durante todas

las fases de desarrollo del fruto (Hu et al., 2015).

En este sentido, la informacién observada en C. pepo, S. Lycopersicum y M. acuminata

coincide con los resultados observados en V. planifolia, donde cada genotipo, en diferente
etapa de desarrollo, presenta niveles distintos de expresion de los genes VpARF8 y
VplAA25-like (Tablas 2 y 3). Concretamente, las diferencias entre genotipos durante la
transicion de flor a fruto, sugieren que la variacion infraespecifica de V. planifolia tiene un

efecto funcional sobre la fenologia y el éxito reproductivo de cada genotipo.

6.2.1 Perfil de expresién de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante la
transicion de flor a fruto en V. planifolia

Debido a que se queria describir un perfil de expresién conjunto de los genes VpARF8 y
VplAA25-like durante la transicion de flor a fruto, se analiz6 de forma multivariada el
efecto del genotipo y la fase del desarrollo sobre la expresion mediante un andlisis de

conglomerados de dos vias tipo Heat map.

En la figura 12, se observan tres perfiles de expresiéon: El perfil 1 integré un patrén de
expresion bajo de VpARF8 y alto de VplAA25-like durante las fases de: Antesis sin
polinizar, 10ddp y 25ddp. Con una disminucién considerable del nivel de expresiéon de

ambos genes en el genotipo CH-VI (Fig. 12).

El perfil 2 integré un patrén de expresion medio-bajo en VpARFS, sin diferencias entre
genotipos y alto en VplAA25, pero mayor para el genotipo CH-I, en las fases de: Antesis
polinizada, 1ddp y 45ddp (Fig. 12).

El perfil 3 correspondié Unicamente al nivel de expresion observado ldap, que presentd
los valores mas altos para ambos genes en el genotipo CH-VI y niveles de expresion
bajos de VpARF8 y VplAA25-like en el genotipo CH-I (Fig. 12).
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Figura 12. Heat map de los niveles ER de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante siete fases
del desarrollo: Un dia antes de la polinizacion (1dap), botdn floral en antesis sin polinizar, (A s/p),
botén floral en antesis después de ser polinizado (A p), un dia después de la polinizacién (1ddp),
diez dias después de la polinizacién (10ddp), 25 dias después de la polinizacion (25ddp) y 45 dias
después de la polinizacién (45ddp) del genotipo CH-I (tolerante) y CH-VI (susceptible) de V.
planifolia. Donde se muestra el perfil 1 (P1), perfil 2 (P2) y perfil 3 (P3).

De manera que en V. planifolia, el perfil de expresion relativa de los dos genes analizados
en los primeros momentos de la polinizacion (A p y 1ddp) coincide con el perfil de

expresion durante el momento de la fertilizacion (45ddp).

De la misma forma el perfil de expresiéon relativa observado en el dia de antesis sin
polinizaciéon (A s/p), presenté un patron similar de expresion a los 10ddp y 25ddp. Es
decir, se observa que el nivel de expresion de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante
los dos primeros dias de vida de la flor (A s/p, A p y 1ddp) repite el patron de expresion
asociado con la fertilizacién, que ocurre durante los ultimos dias de la transicion de flor a
fruto (10ddp, 25ddp y 45ddp). Por tal razén se considera que el patron de expresién de los

%
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genes VpARF8 y VplAA25-like que se observa durante dichas fases del desarrollo, podria
utilizarse como estimador predictivo para evaluar la posibilidad de éxito reproductivo en

flores de vainilla en el dia 45 posterior a la polinizacion (Fig. 12).

En este sentido se sabe que en la mayoria de las plantas, el mecanismo de ubiquitinacion
que opera durante la polinizacion y en el cual intervienen las proteinas ARF8 e IAA25,
funciona de manera similar sobre las mismas proteinas durante la fertilizacion (Goetz et
al., 2007; Pandolfini et al., 2007). Concretamente, dado que en la familia Orchidaceae la
polinizacion vy la fertilizacién, son procesos temporalmente desfasados (O”Neill, 1997) y a
que se pueden observar graficamente dos patrones en la expresion relativa de VpARF8 y
VpIAA25-like (Fig. 12); se propone que en vainilla en condiciones de tolerancia a “caida
de fruto” (Genotipo CH-l), es posible reconocer de manera general, cuatro etapas
involucradas en la transicion de flor a fruto: (1) Pre-polinizacién, (2) Polinizacion, (3) Pre-
fertilizacion y (4) Fertilizacion.

(1) Pre-polinizacion (1dap - A s/p) se caracteriza por presentar altas concentraciones de
transcritos de VpARF8 y VplAA25-like (Fig. 13). Esta informacién coincide con lo
reportado por Pandolfini et al. (2007) y Wu et al. (2012) quienes mencionan que los
niveles altos de transcritos de los genes ARF8 e IAA25 son caracteristicos de la etapa de
pre-polinizacion. Ademas, en ningun genotipo se observan évulos formados ni otro tejido

diferenciado durante esta fase de desarrollo floral (Fig. 13A).

(2) Polinizacion (A p - 1ddp): Presenta una disminucion en los transcritos de VpARF8 y
VplAA25-like en el momento en que el polen toca el estigma, seguido de un aumento de
en la expresion de VpARF8 y VplAA25-like 1ddp (Fig. 13). Dicho patrén de expresiéon
coincide con el comportamiento de los niveles de expresion de ARF8 e IAA25 registrados
durante la etapa de polinizacién en A. thaliana, S. lycopersicum y C. pepo (Pandolfini et
al., 2007; Pomares-Viciana et al., 2017 y Wu et al 2012).

(3) Pre-fertilizacion (10ddp — 25ddp) se distingue por un aumento en la expresion de
VPARF8 y una disminucién de VplAA25-like (10 ddp), seguido por un incremento en la
expresion de ambos genes hasta el 25ddp (Fig. 13A). Ademas, durante esta etapa en el
tejido de ovario se observd macroscopicamente la proliferacion de placenta y el desarrollo
de primordios de 6vulos (Fig. 13A 3). Lo cual coincide con la descripcién de Pandolfini et
al. (2007) y Pomares-Viciana et al. (2017) respecto a los niveles altos de ER de ARF8

antes de la formacion del fruto.
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(4) Fertilizacion (45ddp) Registrd6 un decremento en la expresion de VpARF8 y un
incremento en la expresion de VplAA25-like (Fig. 13A) Al respecto se ha descrito
previamente en C. pepo (Pomares-Viciana et al.,, 2017) y A. thaliana que existe una
disminucién en la expresion de ARF8 durante la fertilizacion y crecimiento de frutos

(Pomares-Viciana et al., 2017).

Por otro lado, se observdé que en el genotipo susceptible (CH-VI), las principales
diferencias en el perfil de expresion se concentraron durante las fases de Polinizacion y

Pre-fertilizacion.

En el genotipo CH-VI, los niveles de expresion de ambos genes se mantienen basales
hasta los 45ddp (Fig. 13B), macroscopicamente se observa proliferacién de placenta y
primordios de 6évulos en el ovario (Fig. 13B 3), pero genéticamente los bajos niveles de
expresion de VpARF8 y VplAA25-like sugieren que el tejido se encuentra en la etapa de
polinizacion hasta el dia 45ddp (Fig. 13B) (Panadolfini et al., 2007; Pomares-Viciana et al.,
2017). Por tal razén se considera que en el genotipo CH-VI no ocurre la fertilizacién y no

hay transicion de flor a fruto.
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Figura 13. Grafica comparativa de los niveles de expresion relativa (ER) de los genes VpARF8 y
VplAA25-like en los genotipos CH-lI y CH-VI en diferentes tiempos y etapas involucrados en la
transicion de flor a fruto: Un dia antes de la polinizacion (1dap), en la antesis sin polinizar (A s/p), la
antesis una vez polinizada la flor (A p), un dia después de la polinizacién (1ddp), diez dias después

de la polinizacién (10ddp), 25 dias después de la polinizacion (25ddp) y 45 dias después de la

o
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polinizacion (45ddp). A) Cortes macroscopicos de ovarios del genotipo CH-I: 1) un dia antes de la
polinizacion (1dap), 2) diez dias después de la polinizacion (10ddp), 3) 25 dias después de la
polinizacion (25ddp). B) Cortes macroscoépicos de ovarios del genotipo CH-VI: 1) Un dia antes de la
polinizacion (1dap), 2) diez dias después de la polinizacion (10ddp) y 3) 25 dias después de la
polinizacién (25ddp). Donde se observan primordios de évulos (PO) y placenta (P) Sandoval et al.

(Comunicacion directa).

6.2.2 Modelo de expresion de los genes VpARF8 y VplAA25-like

durante la transicion de flor a fruto en V. planifolia

A partir de la integraciébn de los resultados observados en cada genotipo sobre la
fluctuacion en la expresion de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante 45 dias
posteriores a la polinizacién. Y considerando las conclusiones de Goetz et al. (2007) y
Pandolfini et al. (2007) que indican en un modelo basado en A. thaliana que la
disminucion en la expresion de ARF8 desencadena un complejo de sefales que inducen
la formacion del fruto en especies con évulos formados en el momento de antesis; Se
plantea la siguiente propuesta para explicar el proceso de transicion de flor a fruto en V.

planifolia:
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Figura 14. Modelo de transicion de flor a fruto en V. planifolia. Donde las flechas con lineas solidas
(—) indican datos de expresion relativa (ER) comprobados en el presente estudio y las figuras con
lineas punteadas indican (---») una hipoétesis propuesta a partir del modelo descrito por Goetz et al.
(2007) y Pandolfini et al. (2007): Los niveles altos de ER del gen VpARF8 sugieren la retencion de
la proteina VpARF8 por heterodimerizacion, la cual evita el encendido de genes de induccién de
Ovulos y frutos. Por otro lado, Los niveles bajos de ER del gen VpARF8 sugieren la liberacion de la

proteina VPARF8 y el encendido de genes de induccion de 6vulos y frutos.

La primera etapa corresponde a pre-polinizaciéon (1dap - A s/p), donde las altas
concentraciones de VpARF8 y VplAA25-like, sugieren la presencia de bajas
concentraciones de auxinas en el boton floral; y la heterodimerizacién de la proteina
VpARF8 con VplAA25-like, que impiden la transcripcién de genes de induccion de 6vulos
por lo que en esta etapa no existen évulos en el ovario (Fig. 14) (Pandolfini et al., 2007;
Pomares-Viciana et al., 2017; Wu et al., 2012).
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Cuando ocurre la polinizacién, aumenta la concentracion de auxinas provenientes de
polen (O"Neill, 199), lo cual disminuye la expresion de transcritos de VpARF8 y VplAA25-
like. Durante antesis y el dia posterior a la polinizaciébn se rompe el heterodimero por la
ubiquitinacion de IAA25-like, lo cual permite que la proteina VpARF8 active los genes de

induccién, desarrollo y maduracion de 6vulos (Fig. 14) (Pandolfini et al. 2007).

Posteriormente durante la etapa de pre-fertilizacion disminuye la concentracion de
auxinas en el tejido, aumenta en la expresion de VpARFS8 (Fig. 13) y la heterodimerizacion
de las proteinas VpARF8 con VplAA25-like impiden la transcripcion de genes de
induccién de y desarrollo de fruto (Fig. 14) (Goetz et al., 2006 y 2007; Pandolfini et al.,
2007). Durante esta etapa la placenta comienza a proliferar y los évulos maduran (Mayer
et al., 2011).

Finalmente durante la etapa de fertilizacién, se incrementa la concentracion de auxinas
endogenas (por biosintesis en 6vulos maduros) y exégenas (provenientes del polen)
(Mayer et al., 2011; Pattison et al., 2014; Sundberg & Jstergaard, 2009). Se fertilizan los
6vulos y con ello disminuye la expresién de VpARF8 hacia los 45ddp (Fig. 13), se rompe
el heterodimero por la ubiquitinacion de IAA25-like, lo cual permite que la proteina
VpPARF8 encienda los genes de induccion de fruto (Fig. 14) (Goetz et al., 2007; Pandolfini
2007).

7. Conclusiones

7.1 Conclusién general

Se identificaron secuencias ortélogas de los genes ARF8 e IAA25-like en V. planifolia y se

disefiaron primers especificos para el andlisis de expresion diferencial de dichos genes.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001) en los niveles de
expresion de los genes VpARF8 y VplAA25-like entre fases de desarrollo, genotipos y la

interaccion entre ambos factores.

Se identificaron tres perfiles de expresion relativa de los genes VpARF8 y VplAA25-like en
los genotipos CH-I y CH-VI de V. planifolia, durante los primeros 45 dias de la transicion

de flor a fruto:

Perfil 1: integro un patrén de expresion similar en antesis sin polinizar, 10ddp y 25ddp.
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El perfil 2: reunié en un patrén los niveles de expresion del ovario en antesis polinizada,
1ddp y 45ddp.

El perfil 3: representd el patron de expresion mas diferente y correspondié al tejido de

ovario 1dap.

El aumento en la expresion de los genes VpARF8 y VplAA25-like durante antesis sin
polinizar (A s/p) es caracteristico de la fase de pre-polinizacién; mientras que el
decremento en la expresibn de ambos genes durante antesis polinizada (A p) es

diagndstico de la fase de polinizacion.

El incremento en la expresién de VpARF8 durante los 25ddp es diagnéstico de la fase de
pre-fertilizacién y el decremento de dicho gen durante los 45ddp es caracteristico de la

fase de fertilizacion.

A los 45 dpp, en el genotipo susceptible (CH-VI) de V. planifolia no se registré la etapa de
fertilizacién, por lo cual el evento reconocido como “caida prematura de fruto” en V.
planifolia en realidad corresponde bioldégicamente con la abscision de flores no

fertilizadas.

7.2 Perspectivas y aplicaciones

La informacion sobre los niveles de expresion de ARF8 e IAA25 es escasa en orquideas,
por lo que la propuesta de revisar los niveles de expresion de genes asociados con el
metabolismo de auxinas durante las cuatro etapas de la transicién de flor a fruto resulta
importante para comprender el mecanismo de fertilizacion en otras especies de la familia

Orchidaceae.

La informacién obtenida sobre el papel de VpARF8 en la regulacién del metabolismo de
auxinas durante la transicion de flor a fruto en vainilla, puede abrir una linea de
investigacion aplicada para el desarrollo a mediano plazo de estrategias de intervencion,
que eviten la interrupcion de la fertilizacion en las flores y su abscision en el genotipo CH-
VI, posiblemente a través del silenciamiento o supresion los genes VpARF8 o VplAA25-

like en el germoplasma de vainilla.

Los datos descritos sobre el gen VplAA25 durante la etapa de fertilizacion, sugieren que
la sefalizaciobn de este gen es altamente especifica a la concentracion de auxinas

enddgena o exogena (Winkler et al. 2017), por lo cual, se considera que es necesario
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estudiar el nivel de afinidad de VplAA25-like por alguna concentracion especifica de AlA
para generar un modelo mas explicativo sobre el funcionamiento de la maquinaria

molecular regulada por auxinas en el desarrollo del fruto.

Dado que existe un efecto de la variacion infraespecifica sobre la regulacion de los genes
VpARF8 y VplAA25-like; es importante revisar el perfil de expresion en poblaciones
silvestres y otros genotipos cultivados, con el fin de identificar variacion infraespecifica
funcional que sirva como base para el establecimiento de un programa de mejoramiento
genético asistido por marcadores (Marker-assisted selection, MAS por sus suglas en

inglés).

Finalmente, debido a que se conoce poco sobre la funcién de genes de las familias ARF y
Aux/IAA en orquideas; se propone que las estrategias de analisis de transcriptoma,
mirnoma y proteoma pueden ayudar a llenar estos huecos de informaciéon a mediano
plazo para comprender aspectos se su funcionamiento y evolucion en orquideas;
solucionar problemas de caida de fruto, contribuir a la conservacion y adaptacion al

cambio climatico de estos grupos susceptibles.
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Anexos 1. Diagrama de flujo del procedimiento de extraccién de RNA

Centrifugar a 12000xg

Extracciéon de
RNA con Trizol

Agregar 1ml
Triturar
tejido con de TRIzol por
N2 liquido 50-100mg de
tejido.

-Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.
-Agregar 200pl de cloroformo.

-Agitar vigorosamente por 15 segundos

-Incubar de 2-3 minutos a temperatura ambiente.

transferira la fase
acuosa a otro tubo

durante 15 minutos a 4°C \

-Agregar 500ul de \&\ -Centrifugar a
\.‘

isopropanol e incubar por — 0’ 12000xg  durante

10 min a temperatura L 10 minutos a 4°C.
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Resuspender la

\ pastilla en 50u
' de agua libre de
RNasa, poner en

’m&:x

Agregara 1ml de Vorisx
Remover el otanol al 75%. Centrifugar a 7500xg Incubar a 60°C
sobrenadante RS- durante 5 min a 4°C por 15 minutos.
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Anexos 2. Diagrama de flujo del procedimiento de presipitacion de RNA

T Poner 1 pl de
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X
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Precipitacion de
RNA
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2.5 vol de etanol frio al
100%, poner en vortex
y dejar toda la noche a
-80°C.

Eliminar
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etanol frio al 75%,
centrifugar a
13000 rpm a 4°C
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nucleasas
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Anexos 3. Diagrama de flujo del procedimiento de sintesis de cDNA

Sintesis de
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