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RESUMEN

La transicién de flor a fruto (TFF) en angiospermas es un proceso critico, complejo y dinamico,
gue involucra la interaccién de vias de sefializacion hormonal como auxinas (AlA), giberelinas,
citoquininas, etileno y &cido abscisico. Gran parte del proceso estéa coordinado a través de un
sistema de redes de co-expresion relacionado con el metabolismo de auxinas. Sin embargo, en
plantas con sindrome post-polinizacion (SPP) como la familia Orchidaceae, la ausencia de évulos
en el momento de antesis implica diferencias estructurales y funcionales que modifican la
explicacién general sobre el papel de las auxinas en la TFF de estos grupos vegetales.

En este sentido, la utilizacién de enfoques integrales como el analisis transcriptémico diferencial
ha permitido desarrollar modelos para explicar el proceso de TFF en Vanilla planifolia Andrews y
con ello desarrollar estrategias de intervencion para atender la problemética conocida
agronémicamente como 'caida prematura de fruto’, que afectan al cultivo de vainilla a nivel global.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es analizar el transcriptoma diferencial asociado con
el metabolismo de auxinas, en ovarios durante la transicién de flor a fruto, incluyendo las cuatro
etapas de desarrollo (pre-polinizacién, polinizacion, post-polinizacion y fecundacién) en dos
genotipos de vainilla, CH-I (tolerante a caida prematura de ovario) y CH-VI (susceptible a caida
prematura de ovario). Se realizé6 un ensamble de novo de los transcriptomas de cada etapa y
genotipo, asi como una anotacion funcional para identificar genes asociados al metabolismo de
auxinas.

Posteriormente, se realizé un andlisis de expresion diferencial global de la TFF a través de un
analisis de conglomerados tipo Heatmap y se construyeron redes de co-expresion para la
identificacion de médulos funcionales y genes hub jerarquizados (GHJ) para distinguir el proceso
de TFF entre genotipos. Los resultados muestran que seis genes se expresaron diferencialmente
(VpAVTED, VpRUS2, VpPHT1, VpFBX14, VpAVT6C y VpARF12) entre genotipos, con
sobrexpresion en el genotipo CH-I. El analisis de conglomerados sugirié diferencias temporales
en los perfiles de expresién entre genotipos. Se identificaron redes de co-expresion distintas en
el numero de moédulos y motivos funcionales para cada genotipo, las cuales fueron definidas
como VNCH-I y VNCH-VI. Dentro de cada red se identificaron 16 genes hub jerarquizados en la
red VNCH-I (asociados a un programa genético del desarrollo) y 38 en NCH-VI (asociados con
interaccién ambiental) que participan en nucleos regulatorios del metabolismo de auxinas durante
la TFF en V. planifolia. En este sentido, la regulacion del genotipo CH-I esta vinculada con niveles
bajos de auxinas gracias a los genes hub VpJAR4 y VpGH3.11 (conjugacion), mientras que el
genotipo CH-VI presenta una regulacion asociada a concentraciones altas de auxinas en el
ovario a través de los genes hub VpTAR1 y VpNPY (biosintesis). Se concluyé que el
transcriptoma del genotipo CH-VI presenta un perfil de expresion y ndcleo regulatorio del
metabolismo de auxinas caracteristico de ovarios en estado inmaduro que sugiere que la
fecundacion se encuentra incompleta hasta el dia 60 después de la polinizacion.

Palabras clave: sindrome post-polinizacion, nucleos regulatorios, redes de co-expresion,
variacion funcional y caida de fruto.



ABSTRACT

The transition from flower to fruit (TFF) in angiosperms is a critical, complex and is a dynamic
process that involves the interaction of different hormonal signaling pathways of auxins (I1AA),
such gibberellins, cytokinins, ethylene and abscisic acid. Much of the process is coordinated
through a system of co-expression networks related to auxin metabolism. However, in plants with
post-pollination syndrome (PPS), such as the Orchidaceae family, the absence of ovules at the
time of anthesis implies structural and functional differences that modify the general explanation
about the role of auxins in the TFF of these plant groups.

In this regard, the use of comprehensive approaches such as differential transcriptomic analysis
has made it possible to develop models to explain the TFF process in Vanilla planifolia Andrews
and thereby develop intervention strategies to address the problem agronomically known as
'premature fruit drop', which affects the cultivation of vanilla globally. Therefore, the objective of
this study is to analyze the differential transcriptome associated with auxin metabolism, in ovaries
during the transition from flower to fruit, including four stages of development (pre-pollination,
pollination, post-pollination, and fertilization) in two vanilla genotypes, CH-I (fruit fall-tolerant) and
CH-VI (susceptible). De novo assembly of the transcriptomes of each stage and genotype was
performed, as well as a functional annotation to identify genes associated with auxin metabolism.

Subsequently, global differential expression analysis of TFF was performed through a Heatmap-
type cluster analysis, and co-expression networks were built to identify functional modules and
authoritative hub genes (AHG) to distinguish the TFF process between genotypes. The results
show that six genes were differentially expressed (VpAVT6D, VpRUS2, VpPHT1, VpFBX14,
VpAVT6EC, and VpARF12) between genotypes, with overexpression in the CH-1 genotype. Cluster
analysis suggested temporal differences in expression profiles between genotypes. Different co-
expression networks were identified in the number of modules and functional motifs for each
genotype, which were defined as VNCH-I and VNCH-VI. In this sense, the regulation of the CH-I
genotype is linked with low levels of auxins through the hub genes VpJAR4 and VpGH3.11
(conjugation), while the CH-VI genotype presents a regulation associated with high auxin
gradients through of the hub genes VpTARL1 and VpNPY (biosynthesis). It was concluded that
the CH-VI genotype transcriptome shows an expression profile and regulatory nucleus of auxin
metabolism characteristic of immature ovaries, suggesting that fertilization is incomplete until day
60 after pollination.

Keywords: post-pollination syndrome, regulatory core, co-expression networks, functional
variation and fruit fall.



1. INTRODUCION GENERAL

1.1INTRODUCCION

La transicion de flor a fruto (TFF) es un proceso critico en la evolucion y desarrollo de las
angiospermas. En la mayoria de las plantas dicha transicion esta definida por dos eventos que
ocurren de manera consecutiva: (1) la polinizacion, que es el contacto del polen con el estigma
de unaflor y (2) la fecundacién, que se define como la unién del gameto masculino y el femenino
para la formacién de un embrién (Lord & Russell, 2002). No obstante, algunos grupos del orden
Asparagales en donde se encuentra la familia Orchidaceae, presentan un fenémeno denominado
sindrome post-polinizacién (SPP), que se caracteriza porque en la flor, el desarrollo del
gametofito femenino aldn no ocurre o es incompleto antes de la polinizacion, siendo el contacto
del polen con el estigma, la sefial que activa el mecanismo hormonal que permite el desarrollo
de los 6vulos de manera sincrénica con el crecimiento del tubo polinico, hasta su llegada al saco
embrionario donde ocurre la fecundacion ( O’'Neill, 1997; Mayer et al., 2011). Esta modificacion
al proceso de fecundacion es altamente sensible a diversos factores ambientales que pueden
causar una desincronizacion hormonal y con ello interrumpir el proceso de TFF (O’Neill, 1997;
Ruan et al., 2012).

A nivel fisiol6gico y molecular se sabe que la TFF en angiospermas es un proceso complejo que
involucra un sistema dinamico que integra redes genéticas de co-expresion de multiples vias
hormonales (Tang et al., 2015; Shahan et al., 2018). Particularmente, la via de auxinas (AlA) ha
sido una de las rutas metabdlicas mas utilizadas para explicar el modelo de TFF; sin embargo,
en la familia Orchidaceae y en general en plantas con SPP, la ausencia de 6vulos en el momento
de antesis, plantea diferencias estructurales y funcionales importantes que modifican la
explicacion general sobre el proceso de TFF (O’Neill, 1997; Sundberg & QOstergaard, 2009; de
Bruijn et al., 2012).

De manera que para estudiar la complejidad de la regulacion genética asociada a la TFF en
plantas con SPP, la utilizacion de enfoques como el andlisis transcriptomico diferencial,
representa una alternativa precisa para estudiar de manera comparativa los perfiles de expresion
de cientos de genes involucrados en procesos biolégicos, en diferentes condiciones

experimentales y tejidos en distintas etapas de desarrollo (Marguerat & Béhler, 2010).



Dentro del enfoque de transcriptémica diferencial, el analisis de redes de co-expresion ha sido
utilizado como una herramienta para reconstruir procesos biolégicos complejos a partir del
andlisis de la estructura y funcién de las redes genéticas que generan médulos funcionales

implicados en procesos concretos como la TFF (Aoki et al., 2007; Emamjomeh et al., 2017).

Particularmente la estrategia de analisis mediante redes de co-expresion ha sido utilizada en
organismos modelo como Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) (tomate), Fragaria vesca L.
(Rosaceae) (fresa), Vitis vinifera L. (Vitaceae) (uva) y Cicer arietinum L. (Fabaceae) (garbanzo)
(Singh et al., 2017; Shahan et al., 2018). Y se ha enfocado en comparar distintas condiciones
experimentales para un mismo genotipo (Shahan et al., 2018; Fajardo & Quecini, 2021). Sin
embargo, la inclusién de varios genotipos al disefio experimental permite identificar con mayor
precision las diferencias topolégicas en las redes de co-expresion asociadas con un proceso
biolégico en particular, asi como reconocer la variacion funcional entre las poblaciones de un
linaje, lo cual es central para el disefio de estrategias de adaptacion de las plantas a entornos
cambiantes (Pattison et al., 2014; Mimura et al., 2016; Fajardo & Quecini, 2021).

En el caso del germoplasma de Vanilla planifolia Andrews cultivada (Orchidaceae) (vainilla), se
ha descrito un fenémeno denominado como “caida prematura de ovario”, que afecta hasta en un
80% la produccion nacional (Salazar-Rojas et al., 2016). Existe una respuesta diferencial entre
los genotipos CH-I que presenta perfiles agronémicos de tolerancia a la interrupcion de la TFF,
mientras que en el genotipo CH-VI se han identificado perfiles de susceptibilidad a la caida
prematura de ovario (Rocha-Flores et al., 2018). Adicionalmente, se han descrito cambios en la
expresion de los genes VpARF8 (Vanilla planifolia AUXIN RESPONSE FACTOR 8), VplAA25-
like (Vanilla planifolia INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 25-like) y VpTIR1 (Vanilla planifolia
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1) entre genotipos, que se correlacionan con la
interrupcién de la TFF (Hernandez-Miranda et al., 2020).

Hasta el momento, la explicacion sobre la TFF en vainilla involucra so6lo algunos genes, sin
embargo, la regulacion genética del metabolismo de auxinas es un proceso complejo, que
requiere de enfoques integrales para su explicacion, como la biologia de sistemas y la utilizacion

plataformas 6micas (Joldersma & Liu, 2018; Hernandez-Miranda et al., 2020).

Dicho lo anterior, el objetivo del presente estudio es analizar el transcriptoma diferencial asociado
con el metabolismo de auxinas, durante la transicion de flor a fruto en ovarios de dos genotipos

de V. planifolia.



2. MARCO TEORICO

2.1 TRANSICION DE FLOR A FRUTO EN ANGIOSPERMAS

De manera general en las angiospermas, se reconoce que una vez que finaliza el desarrollo del
meristemo floral, inicia el proceso denominado como transicion de flor a fruto (TFF) (Ruan et al,
2012). La TFF contempla tres eventos criticos: (1) pre-polinizacion que esta integrada por la pre-
antesis que establece el momento final del desarrollo estructural de la flor y la antesis que define
el momento de mayor receptividad estigmatica y apertura de la flor. (2) polinizacién-fecundacion:
dos eventos que ocurren de manera consecutivo y describen la transferencia de polen al estigma,
el recorrido de los tubos polinicos en el gineceo y la unién de los gametos que dan origen al
embrién y (3) el desarrollo del fruto que ocurre una vez que inician las semillas ( Lord & Russell,
2002; Chevalier et al., 2011).

2.1.1 PRINCIPALES CAMBIOS ESTRUCTURALES DURANTE LA TFF

A partir de modelos basados en Arabidopsis thaliana L. (Brassicaceae), se ha descrito a nivel
estructural que durante la etapa de pre-polinizacion, particularmente en pre-antesis, el tejido
placentario comienza a proliferar, emergiendo los primordios de 6vulos, de cuya nucela una
célula subepidérmica se diferencia en célula madre de la megaspora (CMM) (Figura 1-A). En
este momento ocurre la megasporogénesis, donde la CMM experimenta meiosis para formar una
tétrada de megasporas haploides, tres de ellas degeneran, mientras que la restante se configura

como megaspora funcional (MF) (Figura 1-B) (Chevalier et al., 2011).

Posteriormente, las cubiertas del évulo denominadas tegumentos comienzan su crecimiento y
rodean a la nucela, dejando solo una abertura llamada micropilo (Figura 1-A). Ocurre la
megagametogénesis, donde la megaspora funcional pasa por tres rondas de mitosis, sin
citocinesis, para generar ocho nucleos que completan la diferenciacion de un saco embrionario
gue tiene dos células sinérgidas (1n), una célula huevo (1n), una célula central binucleada y tres
células antipodas (1n) en su extremo calazal, que degeneran para formar un saco embrionario
maduro de cuatro células que esta listo para ser fecundado durante la antesis de la flor (Figura
1-B) (Chevalier et al., 2011).
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Figura 1. Desarrollo del gametofito femenino durante la pre-polinizacién en A. thaliana: A)
Desarrollo del évulo. B) Megasporogénesis y megagametogénesis. C) Esquema de la flor de A.
thaliana. Célula madre de la megaspora (CMM), megaspora funcional (MF). Adecuacion de
Chevalier et al. (2011).

Durante la etapa de polinizacién-fecundacion el polen que contiene dos gametos haploides (1n),
llega al estigma de la flor, germina emitiendo un tubo polinico, el cual crece hasta entrar al saco
embrionario y se lleva a cabo la fecundacion, un gameto masculino se une con la célula huevo
(1n) y otro con la célula central (2n); posteriormente, se convierten en embrién (2n) y en
endospermo (3n) respectivamente (Lord & Russell, 2002; Chevalier et al., 2011). En este sentido,
tanto la polinizacion como la fecundacién ocurren durante un periodo breve que puede abarcar
desde horas hasta dias (Lord & Russell, 2002).



2.1.2 CAMBIOS FUNCIONALES

A nivel celular y tisular, se sabe que la TFF es un proceso sumamente complejo y dinamico, que
involucra la interaccion de distintas vias de sefializacion hormonal para auxinas, giberelinas,
citoquininas, etileno y acido abscisico. Sin embargo, a nivel molecular aun es escasa la
informacion sobre los mecanismos que coordinan la interaccion hormonal multiple y las redes

genéticas de co-expresion durante la TFF (Ruan et al., 2012; Joldersma & Liu, 2018).

No obstante, las hormonas vegetales auxinas, han sido utilizadas como referencia para modelar
el proceso de TFF e integrar la informacién disponible sobre su interaccién con otras redes
genéticas y vias hormonales (Sundberg & @stergaard, 2009; Joldersma & Liu, 2018). Hasta el
momento, se ha planteado un modelo general para explicar el sistema de redes de co-expresion
relacionadas con la via hormonal de auxinas en A. thaliana y S. lycopersicum desde el desarrollo

floral (formacién de 6vulos) hasta el crecimiento del fruto (desarrollo de semillas).

Dicho modelo, reconoce cuatro mecanismos moleculares (biosintesis, sefalizacién, transporte y
conjugacion) en los que participan distintos genes (representados con letras italicas) y proteinas

durante tres momentos de la TFF que se describen en la Figura 2 (Pattison et al., 2014).

1) La primera etapa considerada es la pre-polinizacion, que esta integrada por dos
momentos:

A) Pre-antesis, durante este momento se conoce que las auxinas regulan la formacion del
gametofito femenino a través de un gradiente de concentracién generado por la
biosintesis de auxinas desde la parte apical del primordio de évulo (la punta de la nucela),
donde se reconoce la expresion de genes YUC (TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE)
y del gen PIN1(PIN-FORMED 1) (Sundberg & @stergaard, 2009).

B) Antesis, que se caracteriza por un aumento en la concentracion de auxinas en el extremo
micropilar del saco embrionario, gracias a la expresion de activadores de la biosintesis
de auxinas como STY1 (STYLISH1), genes de biosintesis (YUC); y la expresion de genes
de transporte de auxinas (PIN1) en la epidermis del évulo y tegumentos (Sundberg &
@stergaard, 2009; Chevalier et al., 2011). Mientras que dentro del saco embrionario se
mantiene una baja concentracion de auxinas, a través del incremento en la expresion de
genes de sefializacion de auxinas como AUXIN RESPONSE FACTOR 8 (ARF8), AUXIN
RESPONSE FACTOR 7 (ARF7) e INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 9 (IAA9)
(Sundberg & dstergaard, 2009; Chevalier et al., 2011; Pattison et al., 2014; Hu et al.,
2015).



2)

A)

B)

3)

Posteriormente ocurre la polinizacion-fecundaciéon que abarca dos momentos del
desarrollo:

Polinizacion, cuando el polen toca el estigmay se genera un aumento en la concentracion
de auxinas que son transportadas a larga distancia durante la germinacién y crecimiento
del tubo polinico. Justo en este momento dentro del estigma y tejido de transmision se
expresan los genes ARF6 (AUXIN RESPONSE FACTOR 6), ARF8 y genes de transporte
local de auxinas PIN (PIN-FORMED) ABCB (ATP-BINDING CASSETTE) para mantener
un gradiente de auxinas en el tejido de transmisién que dirige la elongacion de los tubos
polinicos hacia el ovario (Sundberg & @stergaard, 2009).

La fecundacién, que ocurre una vez que los tubos polinicos llegan al saco embrionario,
posteriormente hay un aumento en la concentracidbn de auxinas proveniente del
endospermo y el embrién en desarrollo, a través de dos vias biosintéticas de auxinas
dependientes de triptéfano: (1) El triptéfano se convierte en acido indol 3-piravico por la
enzima TAR2 (TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE-RELATED PROTEIN 2) y luego
en &cido indolacético (AlA) por las enzimas YUCCAl (PROBABLE INDOLE-3-
PYRUVATE MONOOXYGENASE YUCCAl) y YUCCA4 (PROBABLE INDOLE-3-
PYRUVATE MONOOXYGENASE YUCCAA4). (2) El triptéfano pasa a 3-indol acetamida
gracias a la accion de la enzima AMI1 (AMIDASE 1) que lo convierte en AIA (Garay-
Arroyo et al., 2014; Pattison et al., 2014).

Ademads, este incremento en la concentracion de auxinas dentro del embrion activa la
participacion del complejo SSFTIR1/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1), ARF
y Aux/IAA que modula la respuesta a auxinas. Por otro lado, el transporte polar mediante
la accion de genes de eflujo PIN, ABCB y AUCSIA (PYSGXSTLALVARXSA) e influjo
LAX3 (LIKE AUX1 3) de auxinas, contribuyen para mantener este gradiente maximo de
auxinas alrededor del embridn y evitar la caida prematura del fruto (Pattison et al., 2014).
Durante el crecimiento y desarrollo del fruto, disminuye la concentracién de auxinas en el
ovario a través de un proceso de conjugacion del AlA catalizado por las proteinas GH3
(Glycoside Hydrolase 3). El transporte de auxinas disminuye durante este momento,
particularmente por accion de los genes PIN3 (PIN-FORMED 3), PIN1, PIN4 (PIN-
FORMED 4) PIN8 (PIN-FORMED 8) y LAX2 (LIKE AUX1 2) que se expresan en la
placenta; y ABCB1 (ATP-BINDING CASSETTE 1) y ABCB19 (ATP-BINDING CASSETTE

19) que muestran alta expresion en el tejido del fruto (Pattison et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismo de regulacion de genes y proteinas del metabolismo de auxinas durante
la TFF en angiospermas. (1) Pre-polinizacion, (2) polinizacién-fecundacion y (3) desarrollo
del fruto. Los nombres de los genes estan representados con letras italicas. Adecuacion de
Sundberg & @stergaard (2009), Chevalier et al. (2011) y Pattison et al. (2014).

2.2 EL SINDROME POST-POLINIZACION: UNA ADAPTACION DE LA
TRANSICION DE FLOR A FRUTO

Gran parte de las angiospermas evolutivamente recientes, invierten nutrientes para el desarrollo
del gametofito femenino antes de la polinizacién, por tal motivo su polinizacion y fecundacion
ocurren simultdneamente (Leslie & Boyce, 2012). Sin embargo, existen otros grupos como la
familia Orchidaceae, que presentan un fenémeno denominado sindrome post-polinizacion; en el
cual se destina una minima inversiéon de nutrientes para el desarrollo del gametofito femenino
antes de la polinizacion y para ello los mecanismos de polinizacion y fecundacién estan

desfasados temporalmente ( O’Neill, 1997; Leslie & Boyce, 2012).

2.2.1 CAMBIOS ESTRUCTURALES IDENTIFICADOS EN EL SINDROME POST-
POLINIZACION



El sindrome post-polinizacion en orquideas se caracteriza porque una vez que ocurre la
polinizacién, se activa el programa de senescencia del perianto que genera cambios en la
pigmentacion de la flor (decoloracién, intensificacion de la pigmentacion o pigmentacién en
manchas discretas) y permite la translocacion de nutrientes de la corola hacia el ovario para el
desarrollo del gametofito femenino (O’Neill, 1997).

En este sentido, en la familia Orchidaceae se han descrito tres estrategias reproductivas
relacionadas con el estado ontogenético de los 6vulos durante la antesis (O’Neill, 1997):

(1) Los o6vulos estan completamente ausentes en los ovarios no polinizados y su
desarrollo es inducido por la polinizacion (O’Neill, 1997).

(2) Presentan primordios de 6vulos durante la antesis, que no han progresado a la etapa
de diferenciacion de células arcosporiales y se plantea que la polinizacion induce el
desarrollo y maduracién de los 6vulos hasta la fecundacion (O’Neill, 1997).

(3) Durante la antesis los primordios de Ovulos estan suspendidos en una etapa

premeio6tica y la polinizacion reactiva su desarrollo (O’Neill, 1997).

Se conoce poco sobre los cambios estructurales y funcionales de dichas estrategias
reproductivas; sin embargo, en el género Phalaenopsis (Orchidaceae) se ha descrito el
mecanismo de induccién y el desarrollo de 6vulos a través de la polinizacion (O’Neill, 1997). Una
vez que la flor ha llegado a la etapa de antesis y el estigma se encuentra receptivo, ocurre la
polinizacién, que desencadena la proliferacion celular de la cresta placentaria para formar

primordios de 6vulos, mientras ocurre la elongacion de los tubos polinicos (Figura 3).

Posteriormente, 40 dias después de la polinizacion (ddp), inicia el desarrollo del tegumento
interno y comienza la formacién de la CMM que después de la meiosis da lugar a una MF.
Posteriormente divisiones mitéticas dan como resultado el desarrollo de un saco embrionario

maduro 80 ddp, justo antes de que se lleve a cabo la fecundacion (Figura 3) (O’Neill, 1997).
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Figura 3. Modelo estructural de la transicion de flor a fruto en el género Phalaenopsis. A)
Esquema de la flor en antesis. B) Desarrollo del 6vulo, C) Desarrollo del gametofito femenino.

Célula madre de la megaspora (CMM), megaspora funcional (MF). Adecuacién de O’Neill (1997).

2.2.2 CAMBIOS FUNCIONALES IDENTIFICADOS EN EL SINDROME POST-
POLINIZACION

En orquideas, la mayor parte de la explicaciéon sobre la regulacion sincrénica de los évulos
después de la polinizacion se ha concentrado en el metabolismo de etileno (O’Neill, 1997). Sin
embargo, recientemente se ha propuesto un modelo que utiliza datos de expresion de genes del
metabolismo de auxinas (VpARFS8, VplAA25-like y VpTIR1), plantea mecanismos putativos en
las proteinas (VpARFS, VplAA25-like, VpTIR1 y RBX1), asi como algunas evidencias histoldgicas
para explicar el proceso de TFF en V. planifolia durante cuatro etapas del desarrollo (Hernandez-
Miranda et al., 2020):

(1) La pre-polinizacién se carcateriza por la presencia de proyecciones placentarias, altos
niveles de expresion de VpARF8, VplAA25-like y VpTIR1 que sugieren la presencia de
bajas concentraciones de auxinas en el boton floral; asi como, la heterodimerizaciéon de
la proteina VPARF8 con VplAA25-like, que evita la transcripcion de genes de respuesta

a auxinas y la induccién de 6vulos (Figuras 5y 6) (Hernandez-Miranda et al., 2020).
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(2)

(3)

(4)

Durante la polinizacion, se observa germinacion de los polinios en el estigma, aumento
en el nimero de proyecciones placentarias (Figura 4). Ademas, una disminucién en los
niveles de expresion de VpARFS8, disminucion de VplAA25-like y VpTIR1 que sugieren un
aumento en la concentracion de auxinas exdgenas provenientes del polen y que VpTIR1
recluta a la proteina VplAA25-like, mientras que RBX1 (E3 UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE) ubiquitina a la proteina VplAA25-like para su degradacion via proteosoma 26S,
lo cual permite que la proteina VpARF8 guede libre y active los genes de induccién de
ovulos (Figuras 4, 5y 6) (Hernandez-Miranda et al., 2020).

En la post-polinizaciéon ocurre un desarrollo avanzado de tubos polinicos y tejido de
transmisién en el estigma, asi como la proliferacién de las proyecciones placentarias
(Figura 4). En este momento, disminuye la concentracion de auxinas en el tejido de ovario,
aumenta la expresién de VpARF8, mientras disminuye la expresién de VpTIR1 y
VplAA25-like y ocurre la heterodimerizacion de las proteinas VpARF8 con VplAA25-like
gue impiden la transcripcion de genes de induccién para el desarrollo de fruto (Figuras 4,
5y 6) (Hernandez-Miranda et al., 2020).

Finalmente, durante la fecundacion las paredes internas del ovario se han diferenciado
completamente (Figura 5). Ocurre una disminucién en la expresioén de VpARF8 y VpTIR1,
al mismo tiempo que se observd un incremento en la expresion de VplAA25-like que
sugiere un incremento en la concentracion de auxinas enddgenas y exégenas debido a
la fecundacion de los évulos; por lo tanto, se asume que el complejo SCFTIR1/AFB recluta
a la proteina VplAA25-like uniéndose al receptor VpTIR1, mientras que RBX1 ubiquitina
a la proteina VplAA25-like para su degradacion via proteosoma 26S, para que VpARF8
qguede libre y activa los genes de induccién de frutos (Figuras 5y 6) (Hernandez-Miranda
et al., 2020).
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Figura 4. Preparaciones histolégicas de la cavidad estigmatica. Germinacion de polinios y
tubos polinicos durante la polinizacion y post-polinizacién de los dos genotipos. A) Genotipos
CH-I en la etapa de polinizacion (1) y post-polinizacién (2). B) Genotipo CH-VI en la etapa de

polinizacion (1) y post-polinizacion (2) (Hernandez-Miranda et al., 2020).
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Figura 5. Niveles de expresion relativa para los genes VpARF8, VplAA25-like y VpTIR1 en
los genotipos CH-1 y CH-VI en siete fases del desarrollo. Un dia antes de la polinizacién
(1dap), antesis sin polinizar (As/p), antesis una vez polinizada la flor (Ap), un dia después de
la polinizacion (1ddp), diez dias después de la polinizacion (10ddp), 25 dias después de la
polinizacion (25ddp) y 45 dias después de la polinizacion (45ddp). Cortes macroscopicos de
ovario (2, 4 y 6), proyecciones placentarias (1 y 3), la célula madre de la megaspora (5y B7)
y estados iniciales de semilla (A7) (Hernandez-Miranda et al., 2020).
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Figura 6. Mecanismo de accion del complejo pARF8-VplAA25-like-VpTIR1 durante la TFF
de V. planifolia. A) Pre-polinizacion, B) polinizacion, C) post-polinizacion y D) fecundacion.
Los nombres de los genes estan representados con letras itdlicas (HernAndez-Miranda et al.,
2020).
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2.3 TRANSCRIPTOMICA DIFERENCIAL DE PROCESOS FISIOLOGICOS Y DEL
DESARROLLO EN PLANTAS

A pesar de que se conoce el papel central de las auxinas en la sefializacion la diferenciacion del
gametofito femenino y la fecundacion en angiospermas, se conoce muy poco sobre su papel en
plantas con sindrome post-polinizacion como V. planifolia (O’Neill, 1997; Sundberg & Jstergaard,
2009; Pattison et al., 2014). Una alternativa para integrar la explicacion sobre la regulacion
genética del metabolismo de auxinas durante la TFF, es el enfoque “transcriptémico diferencial”
ya que permite analizar de manera comparativa, cambios en los perfiles de expresién de
multiples genes en distintos tejidos, durante diferentes etapas del desarrollo, genotipos y
tratamientos especificos (Marguerat & Bahler, 2010; Fischer & Smith, 2012). Y con ello, es
posible identificar empalmes alternativos, nuevos transcritos y procesos bioldgicos clave (Shahan
et al., 2018).

Una de las herramientas derivada de este enfoque, que busca comprender la estructura y
dinamica del comportamiento de los genes desde una perspectiva de sistemas complejos, es el
andlisis de redes de co-expresion, mediante el cual es posible identificar médulos de genes co-
expresados en funciones desconocidas, asi como identificar variacion intraespecifica funcional y
genes candidatos para estudios de gendmica funcional (Aoki et al., 2007; Emamjomeh et al.,
2017; Contreras-L6pez et al., 2018).

2.3 1 ANALISIS DE REDES DE CO-EXPRESION

Las redes genéticas de co-expresion (RGC) son una representacion grafica (Figura 7) de la
similitud en los patrones de expresion entre genes (nodos) e ilustran vinculos funcionales
(aristas) entre genes altamente conectados en una misma via metabdlica o un proceso bioldgico
en comun (Aoki et al., 2007; Fukushima et al., 2012; Emamjomeh et al., 2017; Shahan et al.,
2018).
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Figura 7. Representacion de una red de co-expresion. Los nodos representan genes y las
aristas de la red representan relaciones de co-expresion entre los genes.

Para explicar fendmenos bioldgicos, las RGC deben estar construidas a partir de patrones de co-
expresion y no de manera aleatoria. Ademas, deben cumplir con cinco caracteristicas topolégicas
universales a los sistemas biolégicos complejos (Ravasz et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004;
Aoki et al., 2007):

(1) Son de libre escala, ya que se caracterizan por la co-existencia de nodos con distinto numero
de enlaces por nodo (grado de nodo); es decir, al graficar el grado de nodo (K) contra el nUmero
de nodos con K enlaces [P(K)], las redes de libre escala presentan nodos con pocos enlaces y
nodos con una gran cantidad de enlaces, por esta razén su distribucién sigue una ley de
potencias (P(k) ~ k ™) (Figura 8-A) ( Ravasz et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004).

Mientras que las redes construidas al azar, la mayoria de los nodos tienen aproximadamente el
mismo numero de enlaces; por lo tanto, siguen una distribucién de Poisson (Figura 8-B) ( Ravasz
et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004).
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Figura 8. Representacion de la distribucién de grado de nodo (Grado de nodo (K) vs. Numero
de nodos con K enlaces [P(K)]) de una red construida al azar. (A) y una red de libre escala (B).
Adaptaciéon de Tordera (2009).

Se plantea que las redes de libre escala son comunes en los sistemas biol6gicos debido a que
siguen un proceso denominado apego preferencial; mediante el cual los hodos que ya tienen una
gran cantidad de enlaces, tienen una mayor probabilidad de conectarse a nodos. Por esta razén,
conforme transcurre el tiempo, dichos nodos acumulan nuevos enlaces a mayor velocidad que
los nodos con menos conexiones y de esta manera se convierten en hub. Desde esta explicacion
se sugiere que los genes y proteinas evolutivamente mas antiguas, tienen mas enlaces que los

nodos mas recientes (Barabasi & Oltvai, 2004).
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(2) Son redes de mundo pequefio, porgue una caracteristica comun de las redes complejas es
que dos nodos tomados al azar estan conectados a través de una ruta con un bajo numero de
enlaces; por lo tanto, es la manera més eficiente de estructurar la red y se ha conservado

evolutivamente en los sistemas bioldgicos (Barabasi & Oltvai, 2004; Emamjomeh et al., 2017).

(3) Tienen coeficiente de agrupamiento alto, ya que una gran cantidad de nodos relacionados se
concentran dentro de un modulo (Barabasi & Oltvai, 2004; Emamjomeh et al., 2017). En este
sentido, las redes biologicas presentan un coeficiente de agrupamiento (C) significativamente
mayor en comparacion con lo que se espera en una red aleatoria con el mismo tamafio y
distribucién de grado (Ravasz et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004; Winterbach et al., 2013).

(4) Presentan robustez ya que al existir un bajo porcentaje de genes hub (5%) en las redes
bioldgicas, si existiera alguna perturbacion aleatoria, es muy poco probable que ocurra en un gen
hub; por lo tanto, la red mantendrd una alta tolerancia a errores y es capaz de responder a
cambios en las condiciones externas sin modificar su estructura esencial (Barabasi & Oltvai,
2004; Winterbach et al., 2013).

(5) Tienen una organizacion jerarquica, gracias a las propiedades de grado de nodo y coeficiente
de agrupamiento, son capaces de generar niveles de complejidad dentro del genoma, lo que

permite la organizacién de médulos y subestructuras llamadas motivos (Aoki et al., 2007).

Los mddulos: Son grupos de moléculas relacionadas funcionalmente, tanto espacial como
temporalmente y en conjunto determinan la estructura fundamental en las redes complejas
(Figura 9) (Barabasi & Oltvai, 2004; Emamjomeh et al., 2017). La modularidad funcional es
esencial en el estudio de la evolucién adaptativa ya que permite cambios de una parte del
organismo sin afectar otras caracteristicas (Espinosa-Soto & Wagner, 2010). De esta manera se
explica el surgimiento de nuevos modulos y el desarrollo de innovaciones funcionales y

morfoldgicas en los organismos (Espinosa-Soto & Wagner, 2010).

Motivos o subgrafos: Se generan gracias con un alto coeficiente de agrupamiento en ciertas
zonas de las redes bioldgicas; de esta manera, se generan grupos funcionales aislados, que
presentan alta conectividad y sobre-regulacion (Barabasi & Oltvai, 2004; Aoki et al., 2007).

Ademas, tienen la caracteristica de que pueden interactuar con nodos fuera del motivo, para

formar motivos mas grandes (Figura 7) (Barabasi & Oltvai, 2004).
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del genoma
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Motivos y vias

Figura 9. Estructura jerarquica de redes celulares. Adaptacién de Emamjomeh et al. (2017).

Particularmente el andlisis de redes de co-expresion, pone énfasis en identificar médulos y
motivos topoldgicos, ya que las funciones bioldgicas se atribuyen a grupos de genes (Aoki et al.,
2007). En el caso del estudio sobre el papel del metabolismo de auxinas en la regulaciéon de la
TFF en orquideas, la identificacion de modulos y motivos locales es altamente informativa para

dilucidar los procesos regulatorios especificos (Aoki et al., 2007).
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3. ANTECEDENTES

La mayor parte de los estudios sobre la TFF, que emplean un enfoque de transcriptémica
diferencial con andlisis de redes de co-expresion, se ha concentrado en organismos como
Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) (tomate), Vitis vinifera L. (Vitaceae) (uva), Cicer arietinum
L. (Fabaceae) (garbanzo) y Fragaria vesca L. (Rosaceae) (fresa) (Fukushima et al., 2012; Singh
et al., 2017; Shahan et al., 2018; Fajardo & Quecini, 2021).

Dentro de ellos, una de las fuentes de variaciobn mas estudiadas es el efecto de la fenologia del
organismo sobre las redes de co-expresion; particularmente, se ha observado que existe un perfil
de expresion especifico para cada etapa de desarrollo, lo que permite modelar las posibles
relaciones regulatorias durante la TFF (Singh et al., 2017; Shahan et al., 2018).

En F. vesca, se analizaron 46 transcriptomas de diferentes momentos del desarrollo de flor y
fruto que sugirieron la existencia de tres modulos funcionales asociados a las etapas (1) pre-
polinizacién, (2) polinizacion-fecundacion y (3) desarrollo del fruto. En cada modulo se
identificaron interacciones entre genes con redundancia funcional y factores de transcripcion
como genes hub en la red. Ademas, se describié que la biosintesis de auxinas se lleva a cabo
en el endospermo justo después de la fecundacion; posteriormente hay transporte de hierro
desde el receptaculo y endospermo, para inducir la biosintesis de giberelinas (Shahan et al.,
2018).

Por otro lado, en C. arietinum se analizaron 17 transcriptomas de raiz, meristemo apical del brote,
tallo y hoja, asociados a distintas etapas del desarrollo, de las cuales destacan pre-polinizacién
(conformada por pre-antesis y antesis), polinizacién-fecundacion, flor senescente y desarrollo del
fruto. Se identificaron mdédulos de genes de la familia ARF asociados a tejidos y etapas del
desarrollo que permiten inferir sus relaciones regulatorias; particularmente, ARF, Aux/IAA'y GH3
regulan genes de respuesta a auxinas relacionados con ciclo celular y desarrollo (Singh et al.,
2017).

En S. lycopersicum, se emplearon 320 microarreglos para analizar los patrones de expresion de
hoja, tallo y raiz. Se identificaron modulos funcionales y genes hub que permitieron inferir una
regulacion transcripcional tejido-especifica, conformada por isoformas de genes de sefializacion

y respuesta a auxinas (Fukushima et al., 2012).

Por otro lado, el andlisis del efecto de la variacion funcional de distintos genotipos, sobre el perfil

de expresion y la estructura de las redes de co-expresion, ha sido poco estudiado (Grimplet et
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al., 2017; Fajardo & Quecini, 2021). Particularmente en el estudio realizado por Grimplet et al.
(2017) se compararon los transcriptomas de cuatro genotipos de V. vinifera durante la antesis y
fecundacién para identificar redes de co-expresion relacionadas con variacion fenotipica. Se
documentd la existencia de variacion en la topologia de las redes de co-expresion del
metabolismo de auxinas en cada genotipo, asi como una alta correlacién con el tamafio y nUmero
de frutos (Grimplet et al., 2017).

Especificamente, se observé que la sobrexpresion de genes de transporte polar (PIN3 y LAX1),
asi como de sefializacion (ARF6 y ARF4) generan una concentracion alta de auxinas en el ovario
después de la polinizacién que contribuye al desarrollo del embridn y evita la caida prematura de

fruto en el genotipo con mayor nimero de bayas (Grimplet et al., 2017).

Finalmente, Fajardo & Quecini (2021), analizaron los transcriptomas de diez genotipos tanto
silvestres como cultivados de V. vinifera en los tejidos de hojas y tallos para evaluar los cambios
fenoldgicos y respuestas ambientales entre genotipos cultivados y silvestres a través de un

analisis de expresion diferencial y de redes de co-expresion.

En este sentido, identificaron expresion diferencial y cambios en la topologia de las redes entre
genotipos, un mayor nimero de mdédulos funcionales en los genotipos cultivados que estaban
relacionados con modificaciones fenolédgicas asociadas a los metabolismos de auxinas y etileno,
mientras que en los genotipos silvestres habia menor cantidad de mddulos, los cuales se
relacionaban con respuestas al estrés abidtico; por lo tanto, se identificé variacion funcional

asociada a distintos procesos biolégicos entre genotipos (Fajardo & Quecini, 2021).

En el germoplasma de Vanilla planifolia (vainilla), se ha identificado que el genotipo CH-VI
presenta perfiles de mayor rendimiento que se correlacionan con mayor susceptibilidad a la caida
prematura de ovario (Rocha-Flores et al., 2018). Mientras que el genotipo CH-I presenta perfiles
de menor rendimiento correlacionados con mayor tolerancia a la caida prematura de ovario
(Rocha-Flores et al., 2018).

Asimismo, en dicho genotipo se han descrito cambios en la expresion de los genes VpARF8 y
VpTIR1 durante cuatro etapas de la TFF. Adicionalmente, se ha planteado que existe una
respuesta genotipo dependiente en la expresion genética de VplAA25-like que probablemente
modifica la TFF entre los genotipos CH-1 y CH-VI de V. planifolia (Herndndez-Miranda et al.,
2020).

Hasta el momento se cuenta con poca informacion a nivel molecular sobre del sindrome post-

polinizacion de V. planifolia y su relacion con la problematica de caida prematura de ovarios
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(O"Neil 1997; Hernandez-Miranda et al., 2020). Aunado a que no se conoce una explicacion
adecuada sobre la regulacion del metabolismo de auxinas durante la TFF en V. planifolia. Se
plantea que es importante integrar el papel de la variacion funcional durante la TFF, para
desarrollar estrategias de intervencion en la problematica de caida prematura y conservacion de

su germoplasma (Mimura et al., 2016; Hernandez-Miranda et al., 2020; Fajardo & Quecini, 2021).

4. HIPOTESIS

e Si existe variacion funcional asociada al metabolismo de auxinas durante la TFF, entre
los genotipos CH-I (tolerante a la caida prematura de ovario) y CH-VI (susceptible a la
caida prematura de ovario), entonces, existen patrones de expresion diferencial durante
las etapas del desarrollo (pre-polinizacion, polinizacién, post-polinizacion y fecundacion);

asi como diferencias en las redes de co-expresion, entre genotipos.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cudles son las diferencias en los perfiles de expresion del metabolismo de auxinas entre las

etapas del desarrollo pre-polinizacién, polinizacién, post-polinizacién y fecundacion?

¢, Cudles son las diferencias en la topologia de las redes de co-expresion del metabolismo de
auxinas entre los genotipos CH-I (tolerante a la caida prematura de ovario) y CH-VI (susceptible

a la caida prematura de ovario)?
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

e Analizar el transcriptoma diferencial asociado con el metabolismo de auxinas, en ovarios

durante la transicion de flor a fruto de los genotipos CH-1y CH-VI de V. planifolia Andrews.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar perfiles de expresion relacionados con el metabolismo de auxinas durante cuatro
etapas de la transicién de flor a fruto (pre-polinizacién, polinizacion, post-polinizacién y
fecundacién) en los genotipos CH-I (tolerante a la caida prematura de ovario) y CH-VI
(susceptible a la caida prematura de ovario) de V. planifolia.

e Modelary analizar las redes de co-expresion del metabolismo de auxinas para los genotipos
CH-I'y CH-VI.

¢ Identificar mdédulos funcionales y genes clave a partir de las redes de co-expresion del
metabolismo de auxinas, durante la transicion de flor a fruto en los genotipos CH-l y CH-VI

de V. planifolia.

7. METODO

7.1 MATERIAL BIOLOGICO Y EXTRACCION DE RNA

Se colectaron flores de cuatro etapas del desarrollo en dos genotipos de Vanilla planifolia: el
genotipo tolerante a caida prematura de ovario (CH-I) fue colectado en el municipio de Pantepec,
perteneciente al estado de Puebla y el genotipo susceptible a caida prematura de ovario (CH-
VI), se colect6 en el Municipio de San Rafael en estado de Veracruz (Salazar-Rojas et al., 2016).
El material se almacené en la solucién de preservacion RNAlater ® (SIGMA) y/o en N; liquido. El

gineceo se separd y se trituré con N2 liquido.
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Posteriormente se realizd la extracciéon de RNAroa con el kit Direct-zol RNA Miniprep plus®
siguiendo las instrucciones del fabricante, se verifico la integridad del RNAr«a mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se calculé la concentracion de RNA de las muestras,
mediante el espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific).

Laintegridad y pureza del ARN, se evalu0 a través de un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA); se utilizaron las muestras de RNA con valores de RIN > 6 para la sintesis de
cDNA y secuenciacién masiva.

7.2 GENERACION DE BIBLIOTECAS DE cDNA Y SEQUENCIANION DE
SIGUIENTE GENERACION

Las bibliotecas de cDNA de cada muestra se generaron a partir de RNArqa Yy de la utilizacién del
kit TruSeq RNA Sample Prep Kits v2 (llumina, Inc., San Diego, CA). Se obtuvieron un total de

ocho bibliotecas que posteriormente fueron indexadas y agrupadas.

La secuenciacion de bibliotecas de cDNA, se llevd a cabo en la Unidad Universitaria de
Secuenciaciéon Masiva y Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UUSMB IBT-UNAM) a través de la plataforma lllumina Nextseq 500, con

una configuracion para lecturas de extremo emparejado y una longitud de 76pb.

7.3 ANALISIS BIOINFORMATICO

Después de la secuenciacion se obtuvieron datos de lecturas crudas en formato fastq, los cuales

fueron procesados a través de un flujo de trabajo de cuatro pasos:
(1) Analisis de calidad, recorte y filtrado de secuencias.
(2) Ensamble de novo.
(3) Cuantificacion de transcritos y andlisis de expresion diferencial.
(4) Anotacion funcional.

El flujo de trabajo se realiz6 mediante programas informéticos nativos del sistema operativo

Linux/Ubuntu, y bajo los lenguajes de programacion Perl y R version 4.0.4 (material disponible
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en: ) con distintas paqueterias, bases de datos y

programas disponibles en internet que se mencionaran en cada seccion.

7.3.1 ANALISIS DE CALIDAD, RECORTE Y FILTRADO DE SECUENCIAS

El andlisis de calidad de las secuencias del transcriptoma se realizé en el programa FastQC
version 0.11.9. Se verificé el valor Phred de cada nucle6tido, longitud de las secuencias,
porcentaje de GC, secuencias duplicadas y adaptadores (Andrews, 2010).

Con esta informacién se realiz6 un recorte y filtrado en el programa Trimmomatic versién 0.39
para eliminar adaptadores a partir de un rango de error de 2 bases por cada 30 y valor de Phred
minimo de 15 para obtener secuencias con longitudes minimas de 30 bases (Bolger et al., 2014).

7.3.2 ENSAMBLE DE NOVO

Se realizé un ensamble de novo del transcriptoma de la TFF de V. planifolia en el programa
Trinity versién 2.4 para obtener contigs (Regién consenso resultante del pseudoalineamiento de
secuencias cortas de DNA. La evaluacién de la calidad del ensamble se realiz6 a partir de la
métrica del niUmero total de contigs, total de bases ensambladas, longitud media de contig y se
realizo el estadistico EXN50 para obtener el valor E95N50 (Haas et al., 2013).

Posteriormente se realizd un analisis en el programa BUSCO v4 para explorar la integridad de
las secuencias de ortélogos conservados, a partir de la base de datos Liliopsida odbl10*,
siguiendo los pardmetros predeterminados en el programa (Seppey et al., 2019).

7.3.3 CUANTIFICACION DE TRANSCRITOS Y ANALISIS DE EXPRESION
DIFERENCIAL

Se realiz6 un mapeo basado en pseudoalineacion de las lecturas contra el transcriptoma
ensamblado, para cuantificar la expresion de los transcritos en TPM (Transcripts Per Million) a
través de los programas Salmon v0.8.0 y Trinity 2.4 (Patro et al., 2017). Posteriormente se realizé
el calculo de expresion diferencial entre los genotipos CH-1 y CH-VI de V. planifolia con la
biblioteca DESeq2 del lenguaje de programacion R 4.0.4 (Love et al., 2014). La determinacion
de significancia en la expresion diferencial entre genotipos, se establecio a partir del criterio de
Log?2 Fold change =z 2 y p-value < 0.05 (Singh et al., 2017).
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7.3.4 ANOTACION FUNCIONAL

Se obtuvieron secuencias en aminoacidos a partir de una busqueda de los marcos abiertos de
lectura con el programa TransDecoder (Solano-De La Cruz et al., 2019). Posteriormente se
realiz6 la anotacion de los transcritos con el programa Trinotate a través de tres estrategias de
anotacion y sus respectivas bases de datos (Bryant et al., 2017):

(1) Busqueda de homologia de secuencias a partir de alineamientos con la base de datos de
UniProt mediante las herramientas Blastp y Blastx ( UniProt Consortium, 2015).

(2) Identificacion de dominios de proteinas a partir del modelo de cadenas de markov y la
base de datos de dominios PFAM (Bateman et al., 2004).

(3) Asignacion de términos GO (Gene Ontology) de identificacion a través de la base de datos
de anotacion Pannzer (Koskinen et al., 2015).

Posteriormente para filtrar los genes con términos GO, relacionados con el metabolismo de
auxinas, se programé un cédigo de comandos en el lenguaje de programacion R. Finalmente, se
validé la presencia de los dominios de proteinas a través de una revision con intervencion manual

de 70 secuencias del metabolismo de auxinas, presentes en V. planifolia que se tomaron al azar.

7.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se analizaron como fuentes de variacién, cuatro etapas de desarrollo del fruto y dos genotipos
de V. planifolia (Figura 10). Las etapas del desarrollo se determinaron a partir de los patrones de
expresion relativa de genes del metabolismo de auxinas durante la TFF de V. planifolia
propuestas por Hernandez-Miranda, et al. (2020). Las etapas consideradas fueron: (1) pre-
polinizacién (el botdn floral previo a la antesis), (2) Polinizacion (flor en antesis con el polen
depositado en el estigma), (3) post-polinizacién (ovario 25 dias después de su polinizacion. Y

fecundacion (ovario con 6vulos fecundados 60 dias después de su polinizacion).
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Figura 10. Disefio experimental con dos genotipos de vainilla (CH-1 y CH-VI) y cuatro etapas de
desarrollo del ovario (pre-polinizacion, polinizacién, post-polinizacion y fecundacion). Adecuacion
de Hernandez-Miranda, et al. (2020).

7.5 ANALISIS ESTADISTICOS

A continuacion, se describen los andlisis estadisticos realizados bajo el lenguaje de

programacion R 4.0.4 con distintas paqueterias y bases de datos:

7.5.1 ANALISIS DE CONGLOMERADOS HEAT MAP

Se realiz6 un andlisis de conglomerados tipo Heat map para conocer el perfil global de expresién
de los genes del metabolismo de auxinas, en las cuatro etapas del desarrollo de los genotipos
CHI y CH-VI. En este sentido, los datos de expresion se normalizaron a partir de una
transformacion logaritmica (Log2) y posteriormente el andlisis de conglomerados se realiz6 en la
biblioteca gplots con un método de medicion de distancias euclidianas clasica como medida de
distancia y método de agrupamiento de enlace promedio que generan agrupaciones de la

expresion génica por niveles de expresion (Liu et al., 2016; Solano-De La Cruz et al., 2019).
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7.5.2 CONSTRUCCION DE REDES DE CO-EXPRESION

Para modelar e inferir los vinculos funcionales entre genes del metabolismo de auxinas durante
la TFF de los genotipos CH-l y CH-VI de V. planifolia, se construyeron redes de co-expresion con
un umbral absoluto de correlacién de Pearson de 0.99 para considerar que dos genes se co-
expresan significativamente (Romero-Campero et al., 2016).

Se calculd el grado de nodo, conectividad promedio, propiedad de escalamiento libre y frecuencia
de grados a partir de la biblioteca igraph para identificar la red de co-expresion dptima para cada
genotipo (Contreras-Lopez et al., 2018).

7.5.3 ANALISIS TOPOLOGICO DE LAS REDES DE CO-EXPRESION

Para determinar si las redes de co-expresion que se construyeron eran de libre escala, se calculo
el Log10 del grado de nodo (K) y Log10 del nimero de nodos con K enlaces [P(K)] para realizar
una regresion lineal, saber si existe relacién lineal entre las variables y si la distribucién de grado
de nodo sigue una ley de potencias negativa (P(k) ~ k ) (Barabasi & Oltvai, 2004; Romero-
Campero et al., 2016).

Para comprobar si el coeficiente de agrupamiento medio es suficientemente alto y la longitud del
camino minimo entre nodos es lo suficientemente corta como para considerarla de mundo
pequefio, se construyeron 10,000 redes aleatorias con el mismo namero de nodos y aristas a
partir del modelo de gréafico aleatorio de libre escala Barabasi y la biblioteca igraph (Barabasi &
Oltvai, 2004; Romero-Campero et al., 2016; Contreras-L6pez et al., 2018).

La representacion gréafica de la red de realiz6 en el programa Cytoscape 3.8.2 con el método
organic layout ya que tiene el efecto de exponer la estructura de agrupacion de la red a través
de generar que los nodos produzcan fuerzas repulsivas y las aristas fuerzas de atraccion

(Shannon et al., 2003; Romero-Campero et al., 2016).

7.5.4 IDENTIFICACION DE MODULOS FUNCIONALES

La identificacion de médulos funcionales entre los genes del metabolismo de auxinas se realizo
mediante la técnica de clustering que mide la similitud entre grupos utilizando la correlacion entre
los perfiles de expresion. A partir de dicho parametro, se distinguieron grupos disjuntos o

agrupaciones de genes con alto nivel de co-expresion dentro del grupo (similitud intra-cluster)
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asi como grupos con bajo nivel de co-expresion entre genes de diferentes grupos (similitud-inter-
grupo) (Romero-Campero et al., 2016; Contreras-Lopez et al., 2018).

Para seleccionar el algoritmo de clustering y el nimero de clusteres mas explicativos sobre la
estructura de las redes de co-expresion, se utilizo el criterio de silueta debido a que combina la
minimizacion de similitud inter-cluster con la maximizacién de la similitud intra-cluster (Romero-
Campero et al., 2016). Se compar6 el rendimiento de los dos algoritmos de clustering: (1)
agrupamiento jerarquico (HCLUST) y (2) particion alrededor de los medoides (PAM) para
diferentes nUmeros de grupos que van del 1 a 10 clusteres a través de la biblioteca clValid
(Romero-Campero et al., 2016). Una vez identificado el nUmero de clusteres que describe la
estructura subyacente de cada red de co-expresion, se graficaron los médulos funcionales en el

programa Cytoscape 3.8.2 (Shannon et al., 2003; Romero-Campero et al., 2016).

7.5.5 IDENTIFICACION DE GENES HUB JERARQUIZADOS

Adicionalmente, se utilizdé el concepto de gen hub jerarquizados (GHJ) para definir aquellos
genes con mayor numero de enlaces en la red, que determinan su dindmica y que ademas se
co-expresa con otros genes hub jerarquizados para formar un nucleo regulatorio que dirige un

proceso biolodgico (Romero-Campero et al., 2016).

La identificaciébn de GHA, se realizé a partir del calculo de hub score basado en los algoritmos
de Kleinberg a través de la biblioteca igraph para asignar un valor entre 0y 1 a cada nodo de la
red (Kleinberg et al., 2011). Se consideraron como genes hub jerarquizados en la red, aquellos
gue presentaran un valor de hub score mayor a 0.8 (Romero-Campero et al., 2016). Finalmente,
los genes hub jerarquizados se representaron graficamente en las redes de co-expresion, a

través del programa Cytoscape 3.8.2 (Romero-Campero et al., 2016).

7.4.6 DIAGRAMA DE VENN

Para representar de manera gréfica las coincidencias y diferencias en el nUmero de genes hub
jerarquizados entre genotipos, se elabord un diagrama de Venn en la plataforma Multiple List
Comparator (Molbiotools, 2021).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ENSAMBLE DE NOVO Y ANOTACION DEL TRANSCRIPTOMA

Se secuenciaron ocho bibliotecas de cDNA, que corresponden a cuatro etapas del desarrollo del
fruto de dos genotipos de V. planifolia. Se obtuvo un total de 147,343,104 lecturas secuenciadas
y un promedio de 18,417,888 lecturas por muestra (Cuadro 1). Posteriormente, se realiz6 un
recorte y filtrado de secuencias para obtener 66,009,079 lecturas de extremo emparejado y

332,927 lecturas no pareadas (Cuadro 1).

Dichas lecturas de extremo emparejado se emplearon para realizar el ensamble de novo, del
cual se obtuvieron 47,843 genes y 97,782 contigs con una longitud promedio de 417 pb (Cuadro
1).

Se realiz6 el estadistico EXN50 y se grafico el porcentaje expresado (Ex) vs. la longitud del contig
EXN50. Se identificé el punto de saturacién del ensamblaje en el 95% de la expresidn total, donde
se reporta un E95N50 de 1555pb y un conteo de 14537 contigs (Figura 11-A y Cuadro 1).

Cuadro 1. Ensamble de novo del transcriptoma de TFF en V. planifolia.

Secuenciaciony Ensamble de novo Caracteristicas de los
procesamiento contigs
Total de lecturas 147,343,104  Total de 47,843 Longitud media 417
secuenciadas genes del contig (pb)
Lecturas de 66,009,079 Total de 97,782 Promedio de los 838.94
extremo contigs contig
emparejado
Lecturas no 332,927 Porcentaje 43.91 Total de bases 40,137,513
pareadas de GC (%) ensambladas
E95N50 1,555
(pb)
Contigs 14,537
E95
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Los contigs se mapearon con la base de datos Liliopsida odb10* para conocer la integridad de
secuencias de ort6logos conservados.

Se identifico que el 84% de los contigs son ortélogos completos, el 8% estan fragmentados vy el
7% son secuencias faltantes (Figura 11-A).

Posteriormente se buscaron marcos abiertos de lectura y se realizé la anotacién funcional de

secuencias de amino&cidos en las bases de datos UniProt, PFAM y Pannzer para la asignacion
de términos GO.

Se anotaron 30,762 genes a través de las tres bases de datos y se identificé que 2% de estos
genes pertenecen al metabolismo de auxinas (Figura 11).

A) Estadistico ExN50 B) Integridad de los ortélogos (BUSCO)
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Figura 11. Métricas del ensamble y anotacion funcional del transcriptoma. A) Porcentaje de

expresion vs. la longitud del contig EXN50. B) Integridad de los ort6logos conservados que se
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mapearon en la base de datos Liliopsida odb10*. C) Genes con anotacién funcional en las
bases de datos UniProt, PFAM y Pannzer. D) Porcentaje de genes del metabolismo de auxinas

presentes en el transcriptoma.

La utilizacion de la estrategia de analisis descrita por Solano-De la Cruz et al. (2019) para el
transcriptoma de raiz de vanilla, permitié obtener un alto porcentaje de ortélogos conservados y
genes anotados funcionalmente, en el presente estudio sobre el transcriptoma de ovario de V.
planifolia (Figura 11).

8.2 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DEL METABOLISMO DE AUXINAS

Se identificaron un total de 625 genes relacionados con el metabolismo de auxinas durante la
TFF de Vanilla planifolia, de los cuales seis presentaron expresion diferencial significativa (Log2

Fold change = 2 y p-value < 0.05), con sobrexpresién en el genotipo CH-I (Cuadro 2).

De acuerdo con la anotacion funcional en la base de datos de Gene Ontology, la mayoria de
estos genes estan relacionados con procesos bioldgicos como la homeostasis de auxinas, via
de sefializacion activada por auxinas, transporte polar de auxinas, acetilacion de histona, proceso
biosintético de lignina, transporte de aminoacidos, ubiquitinacién de proteinas y regulacién de la

transcripcién (Cuadro 2).

A nivel molecular, la mayoria de las secuencias registraron como principal funcién: actividad
transferasa, actividad transportadora de aminoacidos, sitios de unién a DNA, auxinas y union a
ATP (Cuadro 2).

Mientras que a nivel celular, los genes se relacionaron con funciones en el citosol, membranas,
ndcleo, componente interno de la membrana, envoltura del cloroplasto y mitocondrias (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Genes del metabolismo de auxinas expresados diferencialmente entre genotipos. Se

muestra el nombre de acuerdo con la nomenclatura Uniprot, términos GO en las categorias de

proceso biologico, funcion molecular y componente celular.

Gen Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular
VPAVTED Transporte de aminoacidos y via de  Actividad transportadora de  Componente interno de la
sefializacion activada por auxinas. aminoacido y actividad membrana.
simportadora.
VpRUS2  Transporte polar de auxina, Envoltura del cloroplasto
respuesta a UV-B y acetilacién de y mitocondrias.
histona.
VpPHT1 Regulacion positiva del proceso Actividad transferasa. Citosol y membrana.
biosintético de flavonoides,
homeostasis de las auxinas y
proceso biosintético de la lignina.
VpFBX14 Ubiquitinacién de proteinas, Unién de hexakisfosfato de  Nucleo.
proceso catabdlico de proteinas inositol, unién de auxina y
dependiente de ubiquitina unién de proteinas.
proteasoma dependiente de SCF y
via de sefializacion activada por
auxina.
VpAVT6C Transporte de aminoacidos, viade  Actividad transportadora Componente interno de la
sefalizacion activada por auxinasy transmembrana de membrana.
transporte transmembrana de acido amino4cidos y actividad
carboxilico. simportadora
VpARF12 Via de sefializacion activada por Unién de ADN, unién de Nucleo y componente

auxinas y regulacion de la
transcripcion.

polisacaridos, actividad de
proteina quinasa y unién de
ATP.

interno de la membrana.

En estudios sobre la regulacion genética del metabolismo de auxinas en Vitis vinifera, se
encontré una respuesta similar a la registrada en el genotipo CH-I de vainilla, donde un genotipo
en particular de V. vinifera, presenté un patrén de sobrexpresion de genes de sefializacion (ARF6
y ARF4) y transporte (PIN3 y AUX1) que se asocia con una concentracion baja de auxinas en el
ovario después de la polinizacién, que estimula la produccion y retenciéon de frutos (Grimplet et
al., 2017). Particularmente, en estudios previos en Vanilla planifolia, se identific6 que el gen
VplAA25-like, de sefializacion de auxinas, presenta un proceso de sobreexpresién en el genotipo
CH-1 que se correlaciona con la tolerancia a la caida prematura de ovario (Hernandez-Miranda
et al., 2020).

En este sentido se ha descrito que en las angiospermas, el metabolismo de auxinas media las
respuestas a estimulos externos e internos, a través de cambios en la concentracion de auxinas

en los tejidos, a través la regulacion de la expresion genética de las vias de sefializacion,
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transporte y conjugacion de auxinas (Delker et al., 2010; Habets & Offringa, 2014). Sin embargo,
es necesario analizar los patrones de cambio en la expresion del metabolismo de auxinas durante
las diferentes etapas de TFF, para conocer las diferencias temporales en los perfiles de expresion
entre genotipos.

8.2.1 PERFIL DE EXPRESION GLOBAL DURANTE LA TRANSICION DE FLOR A
FRUTO

A través de un andlisis Heatmap, se evalué gréfica y cuantitativamente, el nivel de expresion de
cada gen del metabolismo de auxinas, durante las cuatro etapas en la transicion de flor a fruto
en los dos genotipos de V. planifolia (Figura 12).

De manera general se observé que la mayoria de los genes del metabolismo de auxinas
presentaron subexpresion durante la TFF y se distinguieron tres perfiles de expresion genética
gue se representan con color azul, verde y rosa en el dendrograma del lado izquierdo (Figura
12):

1) Perfil azul integra un patrén de expresion registrado Unicamente en la etapa de fecundacion
del genotipo CH-I.

2) Perfil verde muestra similitud en el patron de expresion de las etapas de post-polinizacion del
genotipo CH-I y fecundacién del genotipo CH-VI. Es decir, a pesar de que la polinizacion se
realiz6 al mismo tiempo en ambos genotipos, el perfil de expresion que se observa en el tejido
en etapa de fecundacion del genotipo CH-VI, indica que el tejido realmente se encuentra en
etapas inmaduras de la TFF, similares a la etapa de post-polinizacién del genotipo CH-I
(Hernandez-Miranda et al., 2020).

3) Perfil rosa indica un patron de expresiéon comun en el resto de las etapas del desarrollo y los
dos genotipos; sin embargo, existe un patron de expresion compartido entre las etapas Pre-

polinizacién del genotipo CH-VI y la Polinizacion del genotipo CH-I.
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Figura 12. Dendrograma Heatmap de la expresion genética del metabolismo de auxinas durante
la TFF en V. planifolia. Etapas del desarrollo: pre-polinizacién, polinizacion, post-polinizacion y
fecundacién en los genotipos CH-I (tolerante a caida de ovario) y CH-VI (susceptible a caida de
ovario) de V. planifolia. El color morado representa niveles bajos de expresion, el color verde

niveles intermedios y el color amarillo niveles altos de expresion.

De manera global, se observa que los genotipos tienen perfiles de expresion distintos en cada
etapa del desarrollo, lo cual habia sido identificado en estudios anteriores en V. planifolia a través
de perfiles de expresion de los genes VpARFS8, VplAA25-like y VpTIR1 y la expresion diferencial
significativa que presenta el gen VplAA25-like durante la TFF de los genotipos CH-1 y CH-VI
(Hernandez-Miranda et al., 2020).

Sin embargo, se ha planteado que los cambios en la expresion genética, estan altamente
correlacionados con la configuracién de redes genéticas especificas que controlan respuestas

fisiolégicas y del desarrollo (Fajardo & Quecini, 2021).

En este sentido, el andlisis de expresion diferencial y del perfil de expresion global, se
complementd con un andlisis de redes de co-expresion, para poder identificar los modulos
funcionales del metabolismo de auxinas, que reflejan los cambios de expresion genética del
metabolismo de auxinas durante la TFF.
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8.3 ANALISIS TOPOLOGICO DE REDES DE CO-EXPRESION

Se construyeron dos redes de co-expresion para explicar los vinculos funcionales del
metabolismo de auxinas durante la TFF, una para el genotipo CH-I definida como VNCH-1 y otra

para el genotipo CH-VI denominada como VNCH-VI (Figura 13).

VNCH-I esta constituida por 615 nodos o genes que exhiben un total de 3077 relaciones de co-
expresion o aristas que integran una red principal y 17 motivos con mas de tres nodos (Figura
13-A). Mientras que VNCH-VI esta integrada por 619 nodos o genes que exhiben un total de
5998 relaciones de co-expresion o aristas que constituyen una red principal y 14 motivos con

mas de tres nodos (Figura 13-B).

VNCH-I VNCH-VI
A) B)

Figura 13. Redes de co-expresion del metabolismo de auxinas durante la TFF. A) Genotipo
CH-l y B) Genotipo CH-VI.

Con la intencion de conocer si las redes de co-expresion representan los vinculos funcionales
entre genes del metabolismo de auxinas durante la TFF, se identificaron tres caracteristicas

topoldgicas universales de sistemas complejos, presentes en redes que explican fenébmenos
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bioldgicos: libre escala, coeficiente de agrupamiento medio y camino minimo promedio (Ravasz
et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004; Aoki et al., 2007):

8.3.1 LIBRE ESCALA

Las redes de libre escala presentan nodos con distintos nimeros de enlaces por nodo (grado de
nodo); es decir, tienen nodos con una gran cantidad de enlaces (hub) y nodos con uno o dos
enlaces (Ravasz et al., 2002; Barabési & Oltvai, 2004).

En este sentido, cuando se grafica el grado de nodo (K) contra el nimero de nodos con K enlaces
[P(K)] se obtiene una distribucion que sigue una ley de potencias negativa (P(k) ~ k 7); a
diferencia de las redes aleatorias, que la mayoria de los nodos tienen el mismo namero de
enlaces y su distribucion de grado de nodo sigue una distribucién de Poisson (Ravasz et al.,
2002; Barabési & Oltvai, 2004).

Por esta razon, se graficé el grado de nodo (K) contra el numero de nodos con K enlaces [P(K)]
de las redes de co-expresion VNCH-I y VNCH-VI, donde se puede observar que la distribucion
de grado de nodo de ambos genotipos sigue una ley de potencias negativa (Figuras 14-Ay 14-
B).

La validacion estadistica se realiz6 a partir de una regresion lineal que consider6 el célculo del
Log10 del grado de nodo (K) y Log10 del nimero de nodos con K enlaces [P(K)] (Figuras 14-Cy
14-D).

Derivado de esta prueba se identificé que la red VNCH-I presentd un ajuste del 70% a una
distribucion exponencial negativa, mientras que la red VNCH-VI present6 un ajuste del 90% a

una distribucion exponencial negativa (Figuras 14-C y14-D).
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Figura 14. Distribucién exponencial negativa de las redes VNCH-I y VNCH-VI. A) Gréfico del
grado de nodo (K) vs. Niumero de nodos con K enlaces [P(K)] correspondiente al genotipo CH-I.
B) Gréfico del grado de nodo (K) vs. Numero de nodos con K enlaces [P(K)] correspondiente al
genotipo CH-VI. C) Gréfico del Log10 del grado de nodo (K) vs. Log10 del nimero de nodos con
K enlaces [P(K)] correspondiente al genotipo CH-I. D) Grafico del Log10 del grado de nodo (K)

vs. Log10 del nimero de nodos con K enlaces [P(K)] correspondiente al genotipo CH-VI.

Como las ordenadas al origen y las pendientes de VNVH-1 y VNCH-VI resultaron
estadisticamente significativas; se identific relacion lineal entre el Log10 del grado de nodo y
Log10 del nimero de nodos con K enlaces de ambas redes (Cuadro 3). De esta manera se
comprob6 que la distribucién de grado de nodo de las redes VNCH-I y VNCH-VI, sigue una ley
de potencias negativa con valores de significancia estadistica superior al 0.01, que indican que

la red cubre el criterio de libre escala (Figura 14 y Cuadro 3).
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Cuadro 3. Valor estimado para la ordenada en el origen y la pendiente (B0 'y B1), error
estandar, valor de T y p-value de cada genotipo.

VNCH-I Valor estimado Errgr Valorde T p-value>T
estandar
Pendiente (80) 3.0487 0.5155 5.914 0.00409 **
gf')e”ada al origen _; 5959 0.4992 2.826 0.04755 *
. Error
VNCH-VI Valor estimado . Valorde T p-value>T
estandar
Pendiente (80) 3.5783 0.2307 15.51 0.000101 ***
Ordenada al origen  ; 4,¢q 0.1549 9.21 0.000772 ***

(87)
Cadigos de significancia estadistica: 0 “** 0.001 “*** 0.01 ** 0.05 ‘" 0.1 *’ 1

8.3.2 VALOR ALTO DE COEFICIENTE DE AGRUPAMIENTO MEDIO

El coeficiente de agrupamiento medio determina la densidad de aristas o relaciones de co-
expresion alrededor de los genes y se conoce gue las redes biolégicas presentan un coeficiente
de agrupamiento medio significativamente mayor en comparacién con lo que se espera obtener
en una red aleatoria con el mismo tamafio y distribucién de grado (Ravasz et al., 2002; Barabasi
& Oltvai, 2004; Winterbach et al., 2013).

En este sentido, los coeficientes de agrupamiento medio para las redes VNCH-I y VNCH-VI
fueron de 0.724 y 0.719 respectivamente que resultaron ser mas altos en comparacién con los

obtenido en 10,000 redes aleatorias construidas al azar.

Por lo tanto, se concluye que VNCH-I y VNCH-VI son redes de libre de escala no aleatorias con
un alto coeficiente de agrupamiento que permite la formacién de médulos funcionales (Ravasz
et al., 2002; Barabasi & Oltvai, 2004; Winterbach et al., 2013).

8.3.3 CAMINO MINIMO PROMEDIO

Generalmente las redes complejas, presentan rutas cortas entre dos enlaces tomados al azar
debido a que es la manera mas eficiente para estructurar una red (Barabasi & Oltvai, 2004,

Emamjomeh et al., 2017). En los sistemas biol6gicos, la longitud promedio del camino mas corto
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es una de las tres medidas que permiten conocer la robustez de las redes, junto con el coeficiente

de agrupamiento y la distribucién de grado.

En el caso de las redes VNCH-I y VNCH-VI, el valor del camino minimo promedio entre genes
fue 8.192 y 8.669 respectivamente; es decir, se puede alcanzar cualquier gen en las redes a
través de aproximadamente 8 relaciones de co-expresion (Figura 9).

Con esta informacion se validé que las redes de co-expresion identificadas para los genotipos
CH-I y CH-VI de vainilla, son de libre escala, no aleatorias y de mundo pequefio; por lo tanto,
cumplen los parametros para explicar vinculos funcionales entre genes del metabolismo de

auxinas durante la TFF.

8.4 IDENTIFICACION DE MODULOS Y MOTIVOS FUNCIONALES

Gracias a las caracteristicas topolégicas mencionadas anteriormente (Libre escala, coeficiente
de agrupamiento medio y camino minimo promedio), las redes biol6gicas presentan una
organizacion jerarquica que permite que la expresion de los genes de todo el genoma se organice

mediante médulos funcionales y subestructuras llamadas motivos (Aoki et al., 2007).

En este sentido, se identificaron y analizaron los médulos funcionales y motivos de las redes
VNCH-I y VNVH-VI para conocer si existen cambios en la regulacién genética del metabolismo

de auxinas entre genotipos.

8.4.1 MODULOS FUNCIONALES

Los modulos son estructuras que surgen debido a la capacidad de las redes para formar grupos
de moléculas relacionadas funcionalmente, tanto espacial como temporalmente (Barabasi &
Oltvai, 2004; Emamjomeh et al., 2017).

En el caso de las redes de co-expresion VNCH-1'y VNCH-VI se identificé la integracion de grupos
de genes a partir de matrices de distancias (Figuras 15-C y 15-D). y el nimero de clusteres que
explican la estructura de cada red de co-expresion, mediante los algoritmos PAM y HCLUST a
través del criterio de la silueta, con el fin de conocer el valor de ancho de silueta més alto (Figura
15).

En la red VNCH-I se observaron diferencias en el nimero de clusteres identificados por cada

algoritmo. De manera que se utilizé el promedié del valor del ancho de la silueta entre los dos
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algoritmos, con un valor de 0.54 que sugiere la configuracion de 5 médulos funcionales (Figura
15-A). Mientras que en la red VNCH-VI, ambos algoritmos coincidieron en la identificacion de 4
mddulos funcionales, con un valor promedio de ancho de silueta de 0.66 entre los dos algoritmos
(Figura 15-B).
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Figura 15. Namero de médulos que explicar la estructura de las redes. A) Grafico que determina
el numero de clusters presentes en la red del genotipo CH-I, de acuerdo con los algoritmos PAM
(color morado) y HCLUST (color verde). B) Gréfico que determina el numero de clusters
presentes en la red del genotipo CH-VI, de acuerdo con los algoritmos PAM (color morado) y
HCLUST (color verde). C) Matriz de distancias correspondiente a la red VNCH-I. D) Matriz de
distancias correspondiente a la red VNCH-VI. Los vértices adyacentes presentan una distancia
de 0 que se representa con color morado; mientras que los vértices que estan separados tienen
una distancia maxima de 2 y se representan con color amarillo.
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8.4.2 MOTIVOS FUNCIONALES

Adicional a la estructura de modulos, las redes complejas tienden a generar nédulos funcionales
aislados que presentan alta conectividad, sobre-regulacion y pueden interactuar con nodos fuera
del motivo, para formar motivos mas grandes (Barabasi & Oltvai, 2004; Aoki et al., 2007).

En este sentido, la red VNCH-I presenta 17 motivos que interactian con nodos fuera del motivo
pertenecientes a distintos médulos (Figura 16). Mientras que la red VNCH-VI presenta 14 motivos
que interactuan de la misma manera con médulos distintos fuera de los motivos (Figura 16). Sin
embargo, cabe resaltar que existen diferencias en cuanto al nimero y estructura de los motivos
y maodulos; lo cual contribuye a generar combinaciones regulatorias distintas y sugiere una
regulacion diferencial muy marcada entre genotipos, en todos los niveles de jerarquia analizados

en las redes de co-expresion del metabolismo de auxinas (Figura 16).
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Figura 16. Mddulos funcionales del metabolismo de auxinas en la estructura de las redes de
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En este sentido, en Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera y Solanum lycopersicum, se describié que
la variacion en la estructura de las redes y el nimero de médulos entre redes, esta relacionada
con los mecanismos que controlan respuestas fisioldgicas y de desarrollo en cada genotipo; por
lo tanto, la variacion en el nimero de mdédulos funcionales, puede considerarse como indicador
de variacion intraespecifica funcional (Delker et al., 2010; Grimplet et al., 2017; Sauvage et al.,
2017; Fajardo & Quecini, 2021).

Por tal motivo, la identificacion de variacion en el nimero de moédulos funcionales y motivos en
las redes que explican el metabolismo de auxinas de los genotipos CH-I (tolerante a caida
prematura de ovario) y CH-VI (susceptible a caida prematura de ovario) pueden considerarse
variaciéon intraespecifica funcional ya que, sugieren diferencias en la regulacién genética de la
via de auxinas durante la TFF de Vanilla planifolia (Delker et al., 2010; Herndndez-Miranda et al.,
2020; Fajardo & Quecini, 2021).

Por otro lado, se plantea que la variacion en los médulos funcionales de una red biolégica, puede
tener implicaciones evolutivas a nivel de linaje o incluso en procesos de domesticacion, a través
de la configuracién de nuevos médulos o nuevas funciones habilitadas en las redes (Espinosa-
Soto & Wagner, 2010).

En el caso del germoplasma cultivado de V. planifolia se han diferenciado cinco genotipos
relacionados con variacion en la composicién del aroma en los frutos, que se plantea provienen
de un proceso muy reciente de seleccién-domesticacion o domesticacion incipiente (Herrera-
Cabrera et al., 2012; Salazar-Rojas et al., 2012).

En este sentido, en estudios sobre procesos de domesticacion incipiente en plantas, se ha
descrito que los principales rasgos de domesticacion, son resultado de cambios en la
organizacion y estructura de redes de co-expresion y no necesariamente por modificaciones en

el genoma (Sauvage et al., 2017).

Esto coincide con lo observado en las redes VNCH-I y VNCH-VI de vainilla, que muestran
cambios tanto estructurales en la topologia de la red, como cambios en la organizacion y
jerarquia de las redes (Figura 16); por lo tanto, se sugiere la existencia de cambios regulatorios

asociados a la domesticacion.
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8.5 IDENTIFICACION DE GENES HUB JERARQUIZADOS (GHJ)

Las redes de libre escala se caracterizan por la existencia de genes o hodos con un alto nimero
de enlaces (hub) que determinan la dinamica y estructura de la red (Ravasz et al., 2002; Barabasi
& Oltvai, 2004).

Sin embargo, bajo la definicion tradicional de gen hub, estos se distribuyen en toda la red
biolégica y esto sugiere que no se conectan con otros genes hub; por lo tanto, no regulan un
proceso bioldgico comun (Romero-Campero et al., 2016). En este sentido, Romero-Campero et
al. (2016) plantean el concepto de gen hub jerarquizado (GHJ) a través del célculo de hub score
(puntuacién de 0-1) que determina la centralidad y co-expresion de todos los genes hub que en

conjunto configuran un ndcleo regulatorio.

Con el objetivo de identificar GHJ y nucleos regulatorios se calcul6 el hub score para cada nodo
de las redes VNCH-1 y VNCH-VI (Figuras 17 y 18).

En la red de co-expresion VNCH-I se identificaron 29 GHJ con més de 26 enlaces y un valor de
hub score de 1; por lo tanto, el ndacleo regulatorio esta muy bien definido en la topologia de la red
(Figura 17). Graficamente se observa que el nlcleo regulatorio del metabolismo de auxinas del

genotipo CH-I, se concentra en el modulo funcional 2 (Figura 17-A).
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En la red de co-expresion VNCH-VI se identificaron 55 GHJ con mas de 71 enlaces y més de la
mitad de los genes presentaron valores de hub score superiores a 0.9 (Figura 18). Graficamente
se observa que el nacleo regulatorio del metabolismo de auxinas del genotipo CH-VI, se
concentra en el médulo funcional 1 (Figura 18-A)
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Figura 18. Genes hub jerarquizados de la red VNCH-VI. A) Localizacién del nicleo regulatorio
del metabolismo de auxinas. B) Histograma de la puntuacién de hub score con valores del 0.8
al 1.
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En este sentido, el surgimiento de dichos ndcleos en las redes complejas es un reflejo de las
caracteristicas topologicas de las redes (libre escala, coeficiente de agrupamiento y camino

minimo promedio).

Concretamente, en el caso de las redes de co-expresion, estos nucleos regulatorios y genes hub
jerarquizados surgen a través de un proceso de apego preferencial cuando se generan
duplicaciones de genes, estos tienden a conectarse a genes con un alto nimero de conexiones
regulatorias; por lo tanto, se construyen nuevos enlaces a diferente velocidad y en estos términos
se plantea que los genes y proteinas con mayor nimero de enlaces son mas ancestrales

evolutivamente (Barabasi & Oltvai, 2004).

En el caso de vainilla, la red VNCH-VI registré el mayor nimero de GHJ con un rango entre 71y
87 enlaces, en comparacion con VNCH-I que present6 genes hub jerarquizados con entre 26 y
29 enlaces (Figuras 17 y 18). Lo que sugiere gque el proceso de apego preferencial de los genes
hub jerarquizados del metabolismo de auxinas es mas antiguo en la red del genotipo CH-VI, que

corresponde al germoplasma mas sensible a la interrupciéon en la TFF (Barabasi & Oltvai, 2004).

Dado que el porcentaje de GHJ se mantiene dentro de un 5% de los genes que integran la red
(Barabasi & Oltvai, 2004; Romero-Campero et al., 2016), se asume que las redes VNVH-I y
VNCH-VI, muestran tolerancia a errores y robustez ante mutaciones aleatorias en el metabolismo
de auxinas en vainilla (Figuras 17 y 18). Por lo que los genes hub jerarquizados identificados,
desempefian funciones criticas en la estructura que dirige el proceso de TFF de V. planifoliay se
proponen como candidatos altamente informativos para estudios de gendémica funcional
(Barabasi & Oltvai, 2004; Romero-Campero et al., 2016).

8.5.1 COMPARACION DE GENES HUB JERARQUIZADOS ENTRE GENOTIPOS

Con el fin de mostrar las diferencias y similitudes que presentan los genotipos CH-l y CH-VI
respecto a los nucleos regulatorios del metabolismo de auxinas que coordinan la TFF, se realizé
un diagrama de Venn con los GHJ (Figura 19) y una anotacion funcional para asignar claves GO

sobre la funcion de cada gen (Cuadros 4, 5y 6).

En la figura 19 se observa que se comparten 11 GHJ entre genotipos, hay 16 GHJ exclusivos

para el genotipo CH-I y 38 para el genotipo CH-VI.
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Figura 19. Diagrama de Venn de los genes hub jerarquizados entre los genotipos CH-l y CH-VI

durante la TFF de V. planifolia.

De acuerdo con las categorias funcionales GO, los 11 GHJ que se comparten entre genotipos
participan en procesos biolégicos como: sefializacion activada por auxinas, respuesta de
defensa, regulacién de la transcripcion, ubiquitinacion de proteinas, transporte polar de auxinas,
transporte de eflujo de auxinas, proceso biosintético del triptéfano, respuesta de defensa de
bacterias y respuesta a estimulo luminico (Cuadro 4). Ademas, presentan funciones moleculares
de activacion de transportadores, actividad catalitica y como sitios de unién a DNA, proteinas,

mMiRNA y auxinas (Cuadro 4).

En este sentido, a pesar de que las redes de co-expresion VNCH-1 y VNCH-VI comparten 11
GHJ, es particularmente relevante que la mayoria de sus genes hub gue forman parte del nicleo
regulatorio del metabolismo de auxinas, no se comparte y es exclusivo para cada genotipo de V.
planifolia (Figura 19). Esto reafirma la idea de que existe variacién intraespecifica funcional en el
metabolismo de auxinas entre genotipos y sugiere que el nucleo regulatorio podria regular
procesos distintos durante la transicion de flor a fruto de cada genotipo (Delker et al., 2010;
Grimplet et al., 2017; Sauvage et al., 2017; Fajardo & Quecini, 2021).

Particularmente la presencia de los genes VpPIN3 (Vanilla planifolia PIN-FORMED 3) y VpLAX3
(Vanilla planifolia LIKE AUX1 3) de transporte de auxinas y VpRUS2 (Vanilla planifolia ROOT
UV-B SENSITIVE 2), como genes hub en ambas redes, confirma que la base de la red de co-

expresion que regula el metabolismo de auxinas en vainilla, coincide con el modelo propuesto
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por Pattison et al. (2014) y Yokawa & Baludka (2015), quienes describen que el gen RUS2
codifica una proteina sensible a la radicacion UV-B, que a su vez regula la actividad de las
proteinas de transporte polar de auxinas PIN3 (eflujo) y LAX3 (influjo), que se encargan de
mantener activo el flujo de auxinas durante la TFF en las periferias del 6vulo y el embrion en

desarrollo.

Otro grupo relevante de GHJ que esta presente en las redes de ambos genotipos, es el que
integran VpARF18 (Vanilla planifolia auxin response factor 18), VplAA6 (Vanilla planifolia
INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 6) y VpFBX14 (Vanilla planifolia F-BOX RECEPTOR 14).
Los cuales se encargan de la deteccion de fluctuaciones en los niveles de auxinas, la
ubiquitinacion de proteinas Aux/IAAy liberacién de los factores de transcripcion ARF, que activan
genes de respuesta a auxinas (Pandolfini et al., 2007; Calderon-Villalobos et al., 2010; Gleason
et al., 2011).

Adicionalmente, en otros estudios se ha mencionado que TIR1 o FBX14 son requeridas para la
activacion de MYB12 (MYB DOMAIN PROTEIN 12) en respuesta a auxinas para la biosintesis
de flavonoides (Yuan et al., 2013; Tan et al., 2019). Ademas, el gen RNJ (RIBONUCLEASE J)
puede estar involucrado en vias mediadas por auxinas durante la embriogénesis y la formacién
del patrén apical-basal mediante la regulacién del desarrollo del cloroplasto (Chen et al., 2015).
Esto coincide con los resultados ya que en ambos genotipos los transcritos de dichas proteinas

forman parte del nicleo regulatorio del metabolismo de auxinas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Genes hub jerarquizados del metabolismo de auxinas comunes a los genotipos CH-I
y CH-VI de V. planifolia. Se presenta el nombre del gen de acuerdo con la nomenclatura de la
base de datos Uniprot y los términos GO en las categorias de proceso bioldgico, funcion

molecular y componente celular.

Gen Proceso bioldgico Funcién molecular Componente celular
VpAAP2 Transporte de aminoacidos, via de sefializacion Actividad del transportador. Componente integral de
activada por auxinas, transporte transmembrana y la membranay
respuesta de defensa. membrana plasmatica.
VpARF18 Via de sefializacién activada por auxina, Unién a ADN y actividad Nicleo y componente
regulacion de la transcripcion, desarrollo del hidrolasa. integral de la
sépalo, regulacion del proceso biosintético de membrana.

antocianinas, desarrollo de pétalos, proceso de
especificacion de patrones, desarrollo de hojas,
via de sefializacién activada por acido abscisico,
desarrollo de frutos, respuesta a carbohidratos,
crecimiento y divisién celular.

VpFBX14 Ubiquitinacion de proteinas, via de sefializacion Unioén a auxina y union Complejo SCF
activada por auxina y proceso catabdlico de aaproteinas. ubiquitina ligasa y
proteinas dependientes de ubiquitina proteasomal nacleo.

dependiente de SCF.
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VplAAG Via de sefializacién activada por auxina, Actividad ligasa. Ncleo, citosol y
regulacion de la transcripcion, via de sefializacion componente integral de
activada por citoquinina y sistema de transduccién la membrana.
de sefiales fosforiladas.

VpLAX3 Transporte de amino&cidos, respuesta a la Actividad del simportador y Componente integral de
auxina, via de sefializacion mediada por actividad del transportador la membrana y
hormonas, transporte transmembrana y transporte  transmembrana de influjo de membrana plasmatica.
polar de auxina. auxinas.

VpMYB12 Respuesta a UV-B, respuesta al etileno, Union a proteinas, actividad del ~ Nucleo y membrana
respuesta al estrés salino, respuesta a la auxina, factor de transcripcion de uniéon  plasmatica.
regulacion positiva de la transcripcién y adhesion al ADN y union al ADN.
celular.

VpPIN3 Via de sefializacién activada por auxinas, Actividad del transportador Reticulo endoplasmico,
transporte transmembrana, transporte polar de transmembrana de eflujo de componente integral de
auxinas, eflujo de auxinas, homeostasis de auxina. la membrana, complejo
auxinas y respuesta al estimulo luminico. portador de eflujo de

auxina, superficie
celular, membrana
vesicular y mitocondria.

VpRFC3 Proceso biosintético de triptéfano, proceso Actividad triptéfano sintasa, Citosol, cloroplasto y
biosintético de auxina, replicacion del ADN y actividad indol-3-glicerol-fosfato  nucleo.
reparacion del ADN. liasa, unién de ADN y unién a

ATP.

VpRNJ Hidrdlisis del enlace fosfodiéster del acido Actividad de exonucleasa, Nucleo, componente
nucleico, especificacion del eje longitudinal, unién a ARN, actividad de integral de la
transporte de auxinas, organizacion del exonucleasa y uniéon de ADN. membrana, organulo
cloroplasto y respuesta al estimulo luminico. delimitado por la

membrana intracelular y
citoplasma.

VpRUS2 Transporte polar de auxinas, respuesta a UV-B y Envoltura de
acetilacion de histonas. cloroplasto, mitocondria

y complejo de histona.

VpXBOS33 Ubiquitinacion de proteinas, regulacion negativa Actividad de ubiquitina-proteina  Nlcleo y componente

del proceso biosintético de etileno, respuesta a
auxina, proceso catabdlico de proteinas
dependientes de ubiquitina y regulacion de la
transcripcion por ARN polimerasa Il.

transferasa, actividad del factor
de transcripcion de unién al
ADN especifico de ARN
polimerasa Il y unién de iones
metélicos.

integral de la
membrana.

En el caso del genotipo CH-I, los 16 GHJ exclusivos participan en procesos bioldgicos asociados

con el desarrollo: via de sefializacion activada por auxinas, desarrollo floral, proceso de

especificacion de patrones, desarrollo de fruto, regulacion de la transcripcion, acetilacion de

histonas, respuesta a la radiacion UV-B, transporte de auxinas, respuesta al estimulo luminoso,

transporte de lipidos, ciclo y division celular; transporte de proteinas, germinacién del polen,

respuesta a la luz azul y biogénesis de la pared celular (Cuadro 5). Asimismo, predominan

funciones moleculares de transporte transmembranal de eflujo de auxinas y sitios de unién a

DNA, proteinas, miRNA y auxinas (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Genes hub jerarquizados del metabolismo de auxinas en el genotipo CH-I de V.

planifolia. Se muestra su nombre de Uniprot, términos GO en las categorias de proceso bioldgico,

funcion molecular y componente celular.

Gen Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular

VpARF12 Via de sefializacion activada por auxina,  Union a ADN, unién de polisacaridos, Nucleo y componente
regulacion de la transcripcion, desarrollo  actividad de proteina quinasa y unién a integral de la
de flores y fosforilacién de proteinas. ATP. membrana.

VpARF18.1  Via de sefializacién activada por auxina,  Unién a ADN y actividad hidrolasa. Nucleo y componente
regulacion de la transcripcion, desarrollo integral de la
del sépalo, regulacién del proceso membrana.
biosintético de antocianinas, desarrollo
de pétalos, proceso de especificacion de
patrones, desarrollo de hojas, via de
sefializacién activada por acido
abscisico, desarrollo de frutos,
respuesta a carbohidratos, crecimiento y
division celular.

VpRUS2.1 Transporte polar de auxinas, respuesta Envoltura de
a UV-B y acetilacion de histonas. cloroplasto,

mitocondria y
complejo de histona.

VpPIN5 Via de sefializacion activada por Actividad transportadora transmembrana Reticulo
auxinas, eflujo de auxinas, transporte de eflujo de auxina y unién a proteinas. endoplasmico,
polar de auxinas, homeostasis de componente integral
auxinas, transporte transmembrana, de la membrana,
respuesta a la glucosa, respuesta al complejo portador de
etileno y respuesta a la hipoxia. eflujo de auxina,

membrana plasmatica
basal y vacuola.

VpGH3.11 Respuesta a la auxina y respuesta al Actividad ligasa acido-aminoécido. Citoplasma, envoltura
estimulo luminoso. de organulos y

orgénulo delimitado
por membrana
intracelular.

VpALA9 Translocacion de lipidos, transporte de Actividad transportadora de lipidos Componente integral
fosfolipidos, localizacién de proteinas intramembrana acoplada a ATPasa, unién de la membrana,
implicadas en el transporte polar de de iones de magnesio y unién a ATP. membrana plasmatica
auxinas. y envoltura del

cloroplasto.

VpAIR9 Respuesta a la auxina, ciclo y divisién Union a proteinas Plasmodesmos,
celular. microtubulos

corticales y
membrana
plasmética.

VpNDL1 Regulacion del transporte polar de Componente integral
auxina, respuesta al &cido jasmonico, de la membrana.
respuesta al acido abscisico y respuesta
al frio.

VpEXO70A1 Exocitosis, transporte de proteinas, Actividad de ribonucleasa hibrida ARN- Exoquiste, apice del
crecimiento de células monopolares, ADN, union a proteinas y unién a acidos tubo polinico, placa
localizacion de proteinas implicadas en nucleicos. celular,
el transporte polar de auxinas, proceso plasmodesmos,
biosintético del mucilago implicado en el citosol, nucleo,
desarrollo de la cubierta de la semilla, membrana plasmatica
ensamblaje de la placa celular y y componente integral
biogénesis de la pared celular de tipo de la membrana.
vegetal.

VpGAT1 Transporte de aminoécidos, via de Actividad simportadora. Componente integral

sefializacién activada por auxinas,

de la membrana y
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transporte transmembrana y transporte
de &cido carboxilico.

membrana
plasmatica.

VpMDR Transporte transmembrana Unién de ATP. Componente integral
de la membrana y
componente
intrinseco de la
membrana
plasmatica.

VplIP5P12 Germinacion de polen, homeostasis de Union de S-adenosilmetionina dependiente  Componente integral
auxina, via de sefializacion mediada por  de metaltransferasa. de la membranay
azucar, gravitropismo, respuesta a nucleo.
nutrientes, respuesta a luz azul,
respuesta al &cido abscisico, respuesta
a heridas y metilacién.

VpPROT2 Transporte de aminoécidos, via de Actividad del simportador. Componente integral
sefializacién activada por auxinas y de la membranay
transporte transmembrana. membrana

plasmatica.

VpJAR4 Actividad acido-aminoécido ligasa, Citoplasma.

actividad jasmonoil-valina sintetasa,
actividad jasmonoil-leucina sintetasa.

VpAVTEA Transporte de aminoécidos, via de Actividad simportadora y actividad Componente integral
sefializacién activada por auxinas y transportadora transmembrana de de la membrana y
transporte transmembrana de acido aminoécidos. membrana
carboxilico. plasmatica.

VpARF7 Via de sefializacién activada por auxina,  Uni6n al ADN. Ndcleo y componente
regulacion de la transcripcion, integral de la
senescencia de la hoja, intercambio de membrana.

histonas, regulacién negativa de la
transcripcion, regulacion negativa del
proceso biosintético de macromoléculas
celulares.

En el genotipo CH-VI la mayoria de los GHJ participan en procesos bioldgicos asociados con la
interaccion ambiental: respuesta a auxinas, regulacion de la transcripcion, respuesta al estrés
osmotico, transporte polar, respuesta a la luz ultravioleta, roja lejana y azul, respuesta a hipoxia,
respuesta a bacterias, regulacion del ciclo celular, ubiquitinacion de proteinas, respuesta de
defensa, transporte de aminoacidos, movimiento estomatico, respuesta al frio, respuesta al
estrés salino, metilacién de histonas, respuesta al etileno, divisién celular, proceso biosintético
de auxinas y respuesta a desajustes (Cuadro 6). Mientras que molecularmente el nicleo
regulatorio tiene una funcién activa como sitio de unién a proteinas, ADN, ARN y ATP; asi como

actividad simportadora, y transporte transmembranal de eflujo de auxinas (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Genes hub jerarquizados del metabolismo de auxinas en el genotipo CH-VI de V.

planifolia. Se muestra su nombre de Uniprot, términos GO en las categorias de proceso bioldgico,

funcion molecular y componente celular.

Gen Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular

VpSAURS50 Terminacion de la transcripcion con Union a ADN de doble hebra. Cloroplasto.
plantilla de ADN, regulacién de la
transcripcion, proceso de desarrollo y
respuesta a la auxina.

VpSNX1 Gravitropismo positivo, homeostasis de Union a fosfatidilinositol, actividad de la Endosoma, citosol,
auxina, orientacion de proteinas a proteina treonina quinasa, actividad de organulo delimitado por
vacuola, transporte de endosoma a la proteina serina quinasa y unién a la membrana intracelular
lisosoma y fosforilacion de proteinas. proteinas. y membrana plasmatica.

VpARF5 Via de sefializacion activada por auxina Unién al ADN. Nucleo.

y regulacién de la transcripcion.

VpAVT6EB Transporte de aminoé&cidos y via de Actividad transportadora transmembrana Componente integral de

sefializacién activada por auxinas. de aminoécidos y actividad la membrana, membrana
simportadora. plasmética y membrana
vacuolar.

VpCPL2 Respuesta al estrés osmotico, Union de ARN. Nucleo y componente
crecimiento del desarrollo y respuesta a integral de la membrana.
la auxina.

VpARF2A Via de sefializacion activada por auxina Union al ADN. Nucleo.

y regulacién de la transcripcién.

VpSR34 Regulacién del empalme alternativo de Unién de ARN Citosol y componente
ARNm a través del espliceosoma, integral de la membrana.
empalme cis de ARNm a través del
espliceosoma, via de sefializacion
activada por auxina y transporte
transmembrana.

VpABCB1 Transporte transmembrana, Actividad transportadora transmembrana  Componente integral de

9 acumulacién de antocianinas en los acoplada a ATPasa, unién a ATP y la membranay
tejidos en respuesta a la luz ultravioleta,  actividad transportadora transmembrana  membrana plasmatica.
formacion del limite de los 6rganos de eflujo de auxina.
vegetales, transporte de auxinas
basipetas, respuesta a la luz roja lejana,
gravitropismo positivo, fotomorfogénesis,
eflujo de auxinas, desarrollo del
estambre, respuesta a la luz azul,
regulacion del tamafio celular y
respuesta a la auxina.

VpMYB306 Respuesta hipersensible de tipo vegetal,  Union a proteinas, actividad del factor de  Nucleo.
proceso biosintético de acidos grasos de  transcripcion de unién al ADN y unién al
cadena muy larga, respuesta a la ADN.
hipoxia, respuesta a la auxina, respuesta
a la bacteria y regulacion de la
transcripcion.

VpABCB2 Transporte transmembrana. Actividad transportadora transmembrana  Componente integral de

acoplada a ATPasa y union de ATP. la membrana.

VpPP160 Via de sefializacion activada por Union de grupo de hierro-azufre | Mitocondria 'y
auxinas, metilacién, transporte de actividad de simportador, unién de iones  componente integral de
aminodcidos y transporte metalicos, unién a ATP y union de la membrana.
transmembrana. ARNmM.

VpVAB Formacion de patrén de tejido vascular Componente integral de
de la hoja y via de sefializacién activada la membrana.
por auxina.

VpARF22 Via de sefializacion activada por auxina,  Unién de ADN, unién de miARN, unién Nucleo y componente

regulacion de la transcripcion, proceso
de especificacion de patrones, division

de proteinas, actividad del factor de
transcripciéon de unién a ADN.

integral de la membrana.
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celular, desarrollo del sépalo, regulacién
del proceso biosintético de antocianinas,
desarrollo de pétalos, desarrollo de
hojas, via de sefializacién activada por
acido abscisico, desarrollo de frutos,
respuesta a los carbohidratos y
crecimiento.

VplAAG Via de sefializacion activada por auxina,  Actividad ligasa. Nucleo, citosol y
regulacién de la transcripcién, via de componente integral de
sefializacién activada por citoquinina, la membrana.
sistema de transduccion de sefiales
fosforiladas.

VpE2FB Ciclo celular, regulacién de la Union de acidos nucleicos, actividad de Cloroplasto, componente
transcripcion, regulacion positiva del dimerizacion de proteinas, actividad del integral de la membrana,
ciclo celular meiético, regulacién positiva  factor de transcripcién de unién a ADN, nucleo y complejo
de la proliferacion de la poblacion unién de ADN y unién de acidos regulador de la
celular, regulacién de la division celular y  nucleicos de la region reguladora. transcripcion.
respuesta a la auxina.

VpTIR1A Via de sefializacion activada por auxina,  Unién de auxina, actividad del receptor Complejo ligasa de
ubiquitinacién de proteinas, proceso de auxina, actividad de ubiquitina- ubiquitina SCF y nucleo.
catabélico de proteinas dependientes de  proteina transferasa y unién de
ubiquitina proteasomal dependiente de proteinas.

SCF, maduracion del polen, desarrollo
de estambres, via de sefializacion
activada por etileno, respuesta celular a
la falta de fosfato, respuesta de defensa
y ciclo celular.

VpAAP6 Transporte de aminoécidos, via de Actividad simportadora, actividad Membrana plasmatica y
sefializacién activada por auxinas, transportadora transmembrana de componente integral de
transporte transmembrana, transporte aminodcidos acidos y union de iones la membrana.
de lipidos, transporte de cationes, metdlicos.
respuesta a iones metalicos y
fosfopantetenilacion de proteinas.

VpAAP2.1  Transporte de aminoacidos, via de Actividad del simportador. Componente integral de
sefializacién activada por auxinas, la membranay
transporte transmembrana y respuesta membrana plasmatica.
de defensa.

VpMCSU3 Movimiento estomaético, proceso Unién de iones de molibdeno, actividad Componente integral de
metabolico del &cido abscisico, liasa, actividad transaminasa y unién a la membrana.
importacion de proteinas en el estroma ADN.
del cloroplasto, via de sefializacion
mediada por azlcar, proceso
biosintético de la glucosa, respuesta al
estrés salino, respuesta al frio, via de
sefializacién activada por auxinas,
respuesta de defensa a la bacteria 'y
proceso metabdlico de un carbono.

VpCIPK5 Metilacion de lisina de histonas, Actividad proteina treonina quinasa, Componente integral de
fosforilacion de proteinas, transduccién actividad proteina serina quinasa, union la membrana y reticulo
de sefiales, respuesta al acido de ATP y union de proteinas. endoplasmico.
abscisico, transporte de auxinas
basipetas, respuesta de salinidad
hiperosma@tica, respuesta a la privacion
de aguay desarrollo de organismos
multicelulares.

VpABCB1 Transporte transmembrana, influjo de Actividad transportadora transmembrana  Componente integral de

1 auxinas y eflujo de auxinas. acoplada a ATPasa, unién ATP, la membrana,

actividad transportadora transmembrana
de influjo de auxina, actividad
transportadora transmembrana de eflujo
de auxina, actividad de dimerizacién de
proteinas, unién de ADN y union de
iones metdlicos.

componente intrinseco
de la membrana
plasmética, membrana
vacuolar, citosol y nucleo.
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VpACL5 Proceso biosintético de poliaminas y Actividad de la termospermina sintasa, Citoplasma, componente
transporte polar de auxinas. actividad de la espermina sintasa y integral de la membrana.

actividad de la espermidina sintasa.

VpMYBS3 Respuesta al etileno, respuesta a la Unién de ADN, unién de iones de zinc, Nucleo.
giberelina, respuesta a la auxina, unién de acido nucleico de la regién
regulacion negativa de la actividad de la  reguladora y actividad del factor de
peroxidasa, respuesta a la ausencia de transcripcion de unién a ADN.
luz, homeostasis de auxina,
morfogénesis de 6rganos vegetales,
senescencia foliar, regulacioén positiva
del crecimiento celular, respuesta acido
abscisico y respuesta a la sacarosa.

VpARF23 Via de sefializacion activada por auxina Unién al ADN. Nucleo.

y regulacién de la transcripcion.

VpSR34.1 Regulacion del empalme alternativo de Unién de ARN Citosol y componente
ARNmM a través del espliceosoma, integral de la membrana.
empalme cis de ARNm a través del
espliceosoma, via de sefializacion
activada por auxina y transporte
transmembrana.

VpWAG1 Fosforilacién de proteinas, desarrollo de  Actividad de proteina quinasa, union de Citosol, nicleo,
cotiledones, transporte polar de auxinas, ATP. membrana plasmatica y
gravitropismo, via de sefializacion componente integral de
activada por auxinas y regulacion del la membrana.
crecimiento.

VpLFG4 Via de sefializacion activada por auxina. Componente integral de
la membranay
componente integral de
la membrana.

VpELP3 Especificacion de la polaridad del eje del  Unién de ARNt, unién de iones Complejo alargador de
érgano vegetal, regulacion de la via de metalicos. holoenzimas,
sefializacion mediada por auxina, eucromatina, nacleo,
crecimiento de 6rganos, transformacion citosol y componente
mediada por ADN, divisién celular y via integral de la membrana.
de sefializacion activada por auxina.

VpTAR1 Proceso biosintético de auxinas. Actividad liasa de carbono-azufre y Componente integral de

actividad transaminasa. la membrana.

VpPKL Organizacion de los cromosomas, Union de ATP, unién de iones metalicos,  Nucleo.
regulacion negativa de la via de actividad de helicasa y union de ADN.
sefializacién activada por acido
abscisico, via de sefializacion activada
por citoquinina, respuesta a la
giberelina, respuesta a la auxina,
regulacion negativa de la transcripcion y
division celular.

VpSCI1 Desarrollo del estigma, desarrollo del Nucleo.
estilo, regulacién de la via de
sefializacién mediada por auxinas,
regulacion negativa de la divisién
celular, via de sefializacién activada por
auxinas, ciclo y division celular.

VpMLH3 Reparacion de desajustes, Unién de ADN no coincidente, actividad Complejo de reparacion
recombinacién homéloga reciproca, de ATPasa y union de ATP. de desajustes,
meiosis, via de sefializacién activada por cromosoma, nucleo, y
auxina y transporte transmembrana. componente integral de

la membrana.

VpNPY2 Ubiquitinacién de proteinas, Union de ubiquitina proteina ligasa y Complejo cullin-RING

gravitropismo positivo, transporte de
auxinas y desarrollo de 6rganos
vegetales.

actividad ubiquitina-proteina transferasa.

ubiquitin ligasa.
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VpMNS5 Proceso metabdlico de carbohidratos, Unién a iones calcio, actividad Membrana, reticulo
homeostasis de auxinas eflujo de transportadora transmembrana de eflujo  endoplasmico, periferia
auxinas, transporte polar de auxinas, de auxina y unién a &cidos nucleicos. celular y regién
reparacion de escision de bases y via de extracelular.
sefializacién mediada por &cido
giberélico.

VpSAUR36 Respuesta a la auxina

VpPIN3.1 Via de sefializacion activada por Actividad del transportador Reticulo endoplasmico,
auxinas, transporte transmembrana, transmembrana de eflujo de auxina. componente integral de
transporte polar de auxinas, eflujo de la membrana, complejo
auxinas, homeostasis de auxinas, portador de eflujo de
gravitropismo positivo y respuesta al auxina, membrana
estimulo luminoso. plasmética lateral,

superficie celular,
membrana vesicular y
mitocondria.

VplAA25 Via de sefializacion activada por auxina,  Actividad de ribonucleasa hibrida ARN- Nucleo, citosol y
regulacion de la transcripcion, via de ADN, unién de acido nucleico. componente integral de
sefializacién activada por citoquinina y la membrana.
sistema de transduccién de sefial
fosforilada.

VpARF3 Via de sefializacion activada por auxina,  Union de ADN, union de &cidos Nucleo y componente

regulacién de la transcripcién, cambio de
fase vegetativa, especificacion del
destino de las células abaxiales,

nucleicos de la region reguladora,
actividad del factor de transcripcion de
unién a ADN y union de proteinas.

integral de la membrana.

determinacién del meristemo floral,
regulacion positiva de la respuesta a la
privacion de agua, respuesta de defensa
y respuesta al estimulo biético.

Como se puede notar, las redes de co-expresion de los genotipos CH-1 y C-VI de vainilla
presentan una gran cantidad de genes hub jerarquizados que coinciden con términos GO e
incluso pueden ser paralogos; por lo que es probable que a pesar de las diferencias en la

topologia de las redes de co-expresidn, exista redundancia funcional entre genotipos.

En este sentido se conoce que los genes paralogos e isoformas, se originan de una secuencia
ancestral y suelen desarrollar funciones similares en las redes biolégicas (Barabasi & Oltvai,
2004; Marsit et al., 2017). Por lo tanto, la diversidad de paralogos e isoformas puede ser un
indicador de plasticidad, que opera a través del nivel de abundancia de transcripciones y

redundancia funcional (Marsit et al., 2017).

Respecto a los GHJ que son exclusivos para cada genotipo, se observl que a pesar de que son

genes diferentes, hay redundancia funcional.

Por ejemplo, en la sefalizacion de auxinas, el gen VpFBX14 codifica un receptor de auxinas en
los dos genotipos; sin embargo, en el genotipo CH-VI participa también el gen VpTIR1A que
codifica otro receptor de auxinas redundante funcionalmente y que se encargan de la
degradacion de Aux/IAA para la activacion de los factores de transcripcion ARF (Cuadro 5y
Cuadro 6) (Pandolfini et al., 2007; Calderon-Villalobos et al., 2010; Gleason et al., 2011).
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Finalmente, una diferencia sustancial es la presencia de funciones bioldégicas muy especificas en
la red de cada genotipo (Cuadro 5 y Cuadro 6). Solo en el genotipo CH-I, que corresponde al
germoplasma tolerante a la interrupcion de la TFF, se observo la participacion de genes
relacionados con la conjugacion y homeostasis de auxinas VpGH3.11y VpJAR4 (JASMONATE-
RESISTANT4), caracteristicos de la maduracion del fruto (Cuadro 5 y Cuadro 6) (Pattison et al.,
2014). Mientras que en el genotipo CH-VI, que presenta susceptibilidad a la interrupcion de la
TFF, se identificaron genes VpNPY2 (NPY/ENP/MAB4) y VpTAR1 (TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE RELATEDL1) relacionados con la biosintesis y el mantenimiento de
concentracion elevados de auxinas que son caracteristicos del desarrollo floral (Cuadro 5 y
Cuadro 6) (Cheng et al., 2008; Stepanova et al., 2008).

8.6 MODELO DE REGULACION DEL METABOLISMO DE AUXINAS DURANTE LA
TFF DE V. planifolia

A partir de la integracion de los resultados sobre los perfiles de expresion, las redes de co-
expresion VNCH-I y VNCH-VI, la identificacion del nacleo regulatorio del metabolismo de auxinas
y la consulta de literatura sobre la funcién de los genes hub identificados; se propone el siguiente
modelo que integra la funcidon putativa de las proteinas codificadas por los genes hub
(representados con letras italicas) durante la TFF en los genotipos CH-1y CH-VI de V. planifolia
(Figura 20):

En el genotipo CH-I, en la etapa de pre-polinizacion; la radiaciéon UV-B activa las proteinas
VpRUS2 y VpRUS2.1 que inducen el transporte polar de auxinas (VpPIN5, VpPIN3 y VpLAX3)
en conjunto con VpNDL1 (Vanilla planifolia MYC DOWNREGULATED-LIKE 1) y VpEXO70A1
(Vanilla planifolia EXOCYST SUBUNIT EXO70 FAMILY PROTEIN A1) durante el desarrollo floral
(Figura 20-A) (Mudgil et al., 2013; Yokawa & Baluska, 2015; VukaSinovi¢ et al., 2017).

Justo después de su polinizacion, las auxinas del polen se transportan a larga distancia, a través
de los tubos polinicos, hasta llegar al ovario, donde VpFBX14 recibe sefiales de auxina, y a
través de VpXBOS33 (Vanilla planifolia PROBABLE E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE) activa la
maquinaria de ubiquitinizacibn para degradar a VplAA6; que habilita a los factores de
transcripcion VpARF para encender los genes de respuesta a auxinas (VpRNJ, VpAAP2,

VpALA9, VpAIR9 y VpGAT1) relacionados con embriogénesis, transporte de aminoacidos,
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transporte de fosfolipidos y ciclo celular (Figura 20-A) (Axelsen & Palmgren, 2001; Buschmann
et al., 2006; Calderon-Villalobos et al., 2010; Gleason et al., 2011; Chen et al., 2015).

Adicionalmente, las proteinas VpGH3.11 y VpJAR4 se encargan de conjugar el AlA en el ovario
y con ello reducen la sintesis y concentracion de auxinas en el tejido que se requiere para el
desarrollo del fruto (Figura 20-A) (Pattison et al., 2014).

En el caso de la pre-polinizacion en el genotipo CH-VI, la radiacién UV-B también activa la
proteina VpRUS2 y junto con VpWAG1 (Vanilla planifolia PROTEIN KINASE 3) y VpACL5
(Vanilla planifolia ACAULIS 5), induce el transporte polar de auxinas, aunque con redes genéticas
distintas a las del genotipo CH-I (VpPIN3, VpPIN3.1, VpABCB2, VpABCB19, VpABCB11 y
VpLAX3) (Figura 20-B) (Clay & Nelson, 2005; Dhonukshe et al., 2015; Yokawa & Baluska, 2015).

En este caso, después de la polinizacion, las auxinas del polen se transportan a larga distancia,
através del tubo polinico donde reciben la sefial dos receptores: VpFBX14y VpTIR1A y mediante
dos proteinas VpXBOS33y VpNPY2 (NAKED PINS IN YUC MUTANTS 2) se activa la maquinaria
de ubiquitinizacién para degradar a las proteinas VplAA25 e VplAAG, que liberan a los factores
de transcripcién VpARF para activar genes de respuesta a auxinas especificos para el genotipo
CH-VI (VpAAP2, VpAAPG6, VpRNJ, VpCPL2, VpE2FB y VpSCI1) que participan en el transporte
de aminoacidos, embriogénesis, estrés osmatico, ciclo celular, desarrollo floral y division celular
(Figura 20-B) ( Magyar et al., 2005; Ueda et al., 2008; Calderon-Villalobos et al., 2010; Gleason
et al., 2011; Depaoli et al., 2012; Chen et al., 2015).

Y contrariamente a lo que se observa en el genotipo tolerante a caida prematura de ovario (CH-
1), en este genotipo, se observa actividad de las proteinas VpNPY (ROOT PHOTOTROPISM 3)
y VpTAR1 que se encargan de la biosintesis de auxinas y del mantenimiento de altas
concentraciones de auxinas, que es caracteristico de etapas inmaduras en el desarrollo del

ovario (Cheng et al., 2008; Stepanova et al., 2008).

Este nulcleo regulatorio, coincide con la descripcion histolégica que reportan Hernandez-Miranda
et al. (2020) donde se observa que en etapas avanzadas de la TFF cercanas al tiempo de
fecundacion, el genotipo CH-VI presenta tubos polinicos rodeando évulos que estan en estado

inmaduro por lo que no se presenta la fecundacion.
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A partir del analisis de expresion diferencial, la identificacion de GHJ de los nucleos regulatorios
de cada genotipo y del modelo planteado sobre la regulacién del metabolismo de auxinas durante
la TFF de V. planifolia (Figura 20). Se proponen los siguientes primers para validar los GHJ
VpFBX14, VpRUS2, VpARF12, VpGH3.11, VpTAR1 y VpMYB12 mediante gPCR en estudios
futuros sobre la TFF de V. planifolia.

Cuadro 7. Primers especificos para VpFBX14, VpRUS2, VpARF12, VpGH3.11, VpTAR1 y
VpMYB12 con caracteristicas para gPCR.

Gen Funcién Expresion Hub score Primers
diferencial
VpFBX14 Ubiquitinacién de proteinas y Si Promedio F: TCGGCCTGATCACCTAACAG
via de sefializacién activada entre .
por auxina. genotipos = R: ATAGCAAGCCAGAGACAGCA
0.92
VpRUS2 Transporte polar de auxina, Si Promedio F: AGTGCGGCATTGTCAGTGTT
respuesta a UV-B y acetilacion entre .
de histona. genotipos = R: GCATGCTGCATCCCATCTTT
0.97
VpARF12 Via de sefializacion activada Si Genotipo F: CGTAAGGCACTGGGTAAGAT
por auxinas y regulacién de la CH-I=1 .
transcripcion. R: ACAAATACAAGCTGCCAGCC
VpGH3.11 Respuesta a la auxina 'y No Genotipo F: CTGTTTTGGGAGATCGCCTG
respuesta al estimulo luminoso. CH-I=1 R TAGTTGAGCGAGTCCTCCAC
VpTAR1 Proceso biosintético de No Genotipo F: TTCAGCCTGCCACAATTCCA
auxinas. shevi= R: TCAACCAGGCAAAAGCAGGA
VpMYB12 Respuesta a UV-B, respuesta No Promedio F: AGCGTACTGGTGGTGTCTAT
al etileno y respuesta a la entre .
auxina. genotipos = R: CAAAGATGGGAGGCTGCTGTT
0.89

9. CONCLUSIONES

¢ Se identifico la existencia de expresion diferencial significativa en seis genes (VpAVT6ED,
VpRUS2, VpPHT1, VpFBX14, VpAVT6EC y VpARF12) del metabolismo de auxinas entre
los genotipos CH-I y CH-VI, con sobrexpresion en el genotipo CH-I que sugieren
diferencias regulatorias entre genotipos.

e El andlisis de conglomerados Heatmap, mostro diferencias temporales en los perfiles de
expresion del metabolismo de auxinas entre genotipos, que sugieren un desfase durante

la TFF en el genotipo CH-VI.
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e Se modelaron las redes de co-expresion VNCH-I y VNCH-VI que resultaron ser de libre
escala, no aleatorias y de mundo pequefio; por lo tanto, representan los vinculos
funcionales entre genes del metabolismo de auxinas durante la TFF.

e Se definieron cinco médulos funcionales del metabolismo de auxinas en el genotipo CH-
| y cuatro en el genotipo CH-VI, asi como diferencias en el nimero de motivos entre
genotipos que sugieren variacion intraespecifica funcional.

e Se identificaron 11 genes hub coincidentes, 16 en el genotipo CH-I (Programa genético
de desarrollo) y 38 en el genotipo CH-VI (Interaccion ambiental)

¢ El modelo de variacion funcional en V. planifolia sugiere que la regulacion del genotipo
CH-I esta asociada con niveles bajos de auxinas gracias a los genes VpJAR4 y
VpGH3.11, mientras que en el genotipo CH-VI presenta una regulacion asociada a
concentraciones altas de auxinas gracias a los genes hub VpTAR1 y VpNPY

¢ Elandlisis de transcriptoma sugiere que en el genotipo CH-VI existe un perfil de expresion
y nucleo regulatorio del metabolismo de auxinas caracteristico de tejidos en etapas
inmaduras durante la TFF.

10. PRESPECTIVAS Y APLICACIONES

El enfoque de biologia de sistemas y el analisis de redes de co-expresion permite modelar e
inferir las relaciones regulatorias de los genes co-expresados que participan en procesos
biol6gicos comunes, identificar modulos regulatorios y genes con funciones desconocidas en
grupos taxonémicos que no se habian estudiado previamente (Emamjomeh et al., 2017;

Contreras-L6pez et al., 2018).

En este sentido, los resultados obtenidos sobre el ndcleo regulatorio del metabolismo de auxinas
muestran diferencias sustanciales entre los genes hub que participan en plantas modelo como
Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera y Fragaria vesca durante la TFF
(Pattison et al., 2014; Grimplet et al.,, 2017 Shahan et al.,, 2018). Por lo tanto, la presente
investigacion permite entender la regulacion del metabolismo de auxinas en plantas con

sindrome post-polinizacion de la familia Orchidaceae (O’Neill & Nadeau, 1997).

Por otro lado, la biologia de sistemas atiende desafios sobre las asociaciones genotipo-fenotipo

a través del andlisis de las redes genéticas que subyacen a la plasticidad fenotipica del desarrollo
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de las plantas, para generar estrategias de adaptacion en entornos cambiantes (Fukushima et
al.,, 2012; Piperno, 2017; Fajardo & Quecini, 2021). En este sentido la presente investigacion
aporta datos sobre variacion intraespecifica funcional entre los genotipos CH-I (tolerante a caida
prematura de ovario) y CH-VI (susceptible a caida prematura de ovario) que podria ser
importante para desarrollar estrategias de intervencion en la problematica de caida prematura
gue presenta Vanilla planifolia. Sin embargo, es necesario validar experimentalmente la funcion

de los genes hub que se identificaron.

Otra aplicacion importante del analisis de redes de co-expresion en V. planifolia es desarrollar
redes del transcriptoma completo para identificar todos los modulos regulatorios asociados a la
TFF o analizar otras rutas metabdlicas asociadas a procesos biolégicos particulares.

Otro enfoque desde la biologia de sistemas es la aplicacion de redes booleanas que podrian
ayudar a modelar la direccionalidad de la regulacion genética a partir de datos de expresion de
los GHJ para completar el modelo propuesto sobre la regulacién del metabolismo de auxinas
durante la TFF en V. planifolia (Shmulevich et al., 2002).

Por otro lado, se ha planteado que, en plantas con domesticacion incipiente, los principales
rasgos de domesticacion son resultado de cambios particulares en la organizacion y estructura
de redes de co-expresion y no necesariamente por modificaciones en el genoma (Sauvage et al.,
2017). En este sentido, otra aplicacion de este tipo de enfoques es realizar estudios de genémica
y transcriptomica a nivel poblacional para identificar rasgos de domesticacion asociados con
cambios genéticos y regulatorios en V. planifolia (Sauvage et al., 2017; Barrera-Redondo et al.,
2020).

Se plantea que la diversidad funcional de los organismos resulta de multiples capas regulatorias
mas alla del genoma y que es necesaria su integracion para comprender procesos bioldgicos
complejos (Bludau & Aebersold, 2020). En este sentido, de acuerdo con la notacién funcional de
la presente investigacion, se puede identificar que hay otros procesos regulatorios implicados en
los genes hub del metabolismo de auxinas como empalme alternativo, regulacion a través de
miRNA, metilacién, acetilacion de histonas y cambios en la estructura de la cromatina (Cuadro
5, Cuadro 5y Cuadro 6). Por lo tanto, es de vital importancia realizar estudios bajo el enfoque de
biologia de sistemas con la integracion de herramientas 6micas, que expliquen distintos niveles

de complejidad a través del enfoque de redes multicapa (Sonawane et al., 2019).
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