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RESUMEN

Desde el 2005 el cultivo de vainilla sufre una pérdida del 90% de produccién a causa
de la caida de ovarios no fertilizados, dicho fendbmeno ocurre a través de la
abscision, este es un proceso fisiolégico que causa la disolucion de paredes
celulares de la zona de union entre el ovario y el raquis, cuyo inicio esté relacionado
con la biosintesis de etileno. En el germoplasma cultivado de Vanilla planifolia se
han descrito diferencias en el nivel de tolerancia a este fendmeno entre algunos
genotipos. En este trabajo se realiz6 un andlisis in silico para comparar los niveles
de expresion de 276 genes pertenecientes a siete redes metabdlicas relacionadas
con la caida de ovario no fertilizado en dos genotipos de V. planifolia. Ademas, se
crearon redes de interaccion de proteinas para definir aquellos genes con mayor
importancia en la regulacion de sus procesos metabdlicos. Se comprobd que el
genotipo CH-I es resistente a la caida de ovario no fertilizado pues en él se expresan
genes relacionados con la inhibicion de la respuesta a etileno, a la formacion de
reservas energeéeticas como almidén y a la biosintesis de lignina que ayuda al
reforzamiento de la zona de unién. También se comprobé que el genotipo CH-VI es
mas susceptible a este fendmeno, pues en él se expresan en mayor medida genes
relacionados con la biosintesis de etileno, degradacion de pared celular y celulosa

y no ocurre formacion de lignina.

ABSTRACT

Since 2005, the vanilla crops suffer a 90% loss of production due to the fall of
unfertilized ovaries, this phenomenon occurs through abscission, this is a
physiological process that causes the dissolution of cell walls in the area of union
between the ovary and the rachis, started by ethylene biosynthesis. Differences in
the level of tolerance to this phenomenon have been described in the cultivated
germplasm of V. planifolia among some genotypes. In this work, an in silico analysis

was carried out to compare the expression levels of 276 genes belonging to seven




metabolic networks related to the loss of unfertilized ovary in two genotypes of V.
planifolia. In addition, protein interaction networks were created to define the most
important genes in regulating their metabolic processes. It was found that the CH-I
genotype is resistant to the fall of the unfertilized ovary since there is a bigger
expression of genes related to the inhibition of the response to ethylene, the
formation of energy reserves such as starch and the biosynthesis of lignin that helps
the reinforcement of the joint area. It was also verified that the CH-VI genotype is
more susceptible to this phenomenon, since it has a bigger expression of genes
related to ethylene biosynthesis, cell wall and cellulose degradation, and no lignin

formation occurs

INTRODUCCION

Vanilla planifolia Andrews (Orchidaceae) es una orquidea nativa del tropico humedo
de México y ha sido cultivada desde antes de la llegada de los espafioles en la
region Totonaca de Veracruz-Puebla (Lubinsky et al. 2008; CONABIO, 2019).

Si bien la vainilla es el principal aromatizante de la industria alimentaria, la
produccion de vainilla de México solo representa el 1% a nivel mundial. Y a pesar
de que en el periodo 2003-2016 duplico su produccion el problema agronémico de
caida prematura de fruto ha provocado una disminucion de 90% en la produccion
de vainilla nacional y mundial (Hernandez, 2014; SAGARPA, 2017).

Biologicamente, el fendmeno de caida de ovario no fertilizado, se explica a través
de la abscision, que hace referencia a la disolucion de paredes celulares en el area
debajo de la base del 6rgano floral, creando un area definida como zona de
abscision (ZA), cuyas células suelen tener paredes mas delgadas que las de las
adyacentes, ademas de presentar un citoplasma denso, mayor espacio intracelular

y menor contacto entre si (van Doorn & Stead, 1997; Sexton & Roberts, 1982).




En el caso de V. planifolia no se forma una zona de absicion, sino que, desde la
formacioén de la flor, se define una zona de unién entre la flor y el raquis, es en esta

zona donde se realiza la abscision.

Figura 1. Vanilla planifolia (Pabst, 1890).

Es importante sefalar que se han descrito diferencias de susceptibilidad a la caida
de ovario no fertilizado entre genotipos de vainilla. Particularmente, se ha observado
gue el genotipo CH-I es tolerante y el genotipo CH-VI es mas susceptible (Salazar-
Rojas et al. 2016). Por tanto, el objetivo del presente trabajo es comparar el
transcriptoma diferencial de ovario no fertilizado en dos genotipos de V. planifolia,
mediante un analisis in silico de la expresion de genes en diferentes rutas

metabdlicas.




MARCO TEORICO

Absicion

La abscisién es un proceso fisioldgico que se origind temprano en el curso de la
evolucién con la capacidad de las células vegetales para separarse unas de otras,
conforme las plantas se hicieron mas complejas esta capacidad también lo hizo,
llegando a poder ser localizada en ciertas zonas para separar 6rganos enteros del
organismo como hojas, flores, pétalos, y frutos. Las plantas con flores hacen uso de
esta capacidad para su dispersion, por ejemplo, hay plantas que generan una gran
cantidad de flores como seguro de que no todas puedan llegar a convertirse en
frutos y, después de haber obtenido unos cuantos, de ellos, se deshacen de las
flores restantes. También existen plantas que ademas de hacer esto, conservan
mas frutos jovenes de los que pueden madurar y después someten el exceso de
ellos a abscision. Al final, pueden también cortar los frutos ya maduros con el fin de
dispersarse (Addicot, 1982; Sexton & Roberts, 1982; Patterson, 2001; Estornell et
al. 2013).

El proceso de abscision ocurre a traves de la definicion de zonas de abscision, areas
localizadas entre la union del 6rgano al cuerpo principal de la planta, caracterizadas
por presentar varias capas de células con paredes delgadas, con un citoplasma
denso, mayor espacio intracelular y menor contacto entre unas y otras. Presentan
acumulacién de microcuerpos e invaginaciones en la membrana plasmatica,
ademas de un ensanchamiento en la parte proximal o distal de la zona de abscision
(van Doorn & Stead, 1997; Sexton & Roberts, 1982, Patterson, 2001; Tripathi et al.
2008; Estornell et al. 2013).

Las zonas de abscision pueden diferenciarse a partir de estimulos ambientales o
fisiologicos, o estar presentes desde etapas tempranas del desarrollo de los 6érganos
laterales del organismo (Estornell et al. 2013). En dicho caso las zonas de abscision
presentan pequefas células isodiamétricas que pueden ocupar hasta cincuenta
capas celulares, estas células se dividen mas frecuentemente y carecen de

caracteristicas propias de células maduras como la lignificacion. La forma de estas




células podria deberse a una adaptacion geométrica, pues al comenzar a separarse
unas de otras, estas se elongarian de forma longitudinal estrechandose y causando
la ruptura del tejido. Por otro lado, la falta de lignificacion puede deberse a que la
lignina es especialmente resistente a las enzimas hidroliticas que son necesarias
para romper las paredes de estas células, por lo que su presencia representaria un
refuerzo para la zona (Sexton & Roberts, 1982).

Figl]r
no susceptible a caida de ovario no fertilizado (izquierda) y uno susceptible (derecha)
(Salazar-Rojas et al. 2016).

Se ha propuesto un modelo que divide a la abscision en cuatro eventos importantes:

1) El primero es la determinacion de la zona de abscision, en donde las células
pertenecientes al tejido de union de la planta al 6rgano que sera cortado
adquieren las caracteristicas propias de la zona de abscision; no hay
registros de que la abscisién pueda iniciar sin que esta diferenciacion celular
ocurra.

2) Elsegundo evento es la capacidad para responder a las sefiales de abscision
en donde las células se vuelven sensibles a las sefiales fitohormonales que
pueden iniciar el proceso.

3) Eltercer paso es la activacion de la abscision, aqui ocurre la separacion del
organo y el cuerpo principal de la planta.




4) EIl dltimo evento es la formacion de una capa protectora para evitar dafios
por el ambiente (Patterson 2001; Estornell et al. 2013).

Capacidad
para
Diferenciacion responder a Activacion
de la zona de las senales de de la
abscision XYY abscision abscision
> S5
Cuerpo de
la planta

Figura 3. Etapas del proceso de abscision (Estornell et al. 2013).

La abscision ocurre tras una serie de eventos bioquimicos coordinados y esta
mediada por fitohormonas. Algunas de las que promueven el proceso son el acido
abscisico, el acido jasmonico y el etileno, mientras que las giberelinas, poliaminas,
brasinoesteroides y auxinas lo inhiben. Ademas, es necesaria la presencia de
enzimas hidroliticas para degradar las paredes de las células de la zona de
abscision. (Beyer & Morgan, 1971; Sexton & Roberts, 1982; Patterson, 2001;
Estornell et al. 2013).

El etileno es una de las fitohormonas principales que participan en la

abscision y lo hace a través de diferentes rutas de sefializacion.

El etileno es especialmente importante para la abscision, ya que forma parte de
eventos, como la senescencia y el estrés ambiental, que promueven este proceso.
Esta molécula puede estar presente en la planta por ruta exdgena, llevando a cabo
sefalizacion por medio de receptores o de manera enddgena siendo sintetizada a
través del ciclo de Yang. La sobreexpresidon de esta fitohormona acelera la
abscision. El etileno también puede activar la expresion de genes necesarios para
la remodelacién de paredes celulares. Sin embargo, se ha visto que al inhibir los

genes encargados de la respuesta a esta fitohormona (ETR1 y EIN2) la abscision




continla, aunque con retraso, ello sugiere que el etileno podria no ser
absolutamente esencial para este proceso. Para dar explicacion a esto se ha
propuesto una ruta de abscision semi-independiente de etileno, la cual estd mediada
por el complejo del péptido Inflorescence deficient in abscission (IDA) y las cinasas
HAESA (HAE) y HAESA-like2 (HSL2), siendo estas esenciales en las ultimas fases
de la abscision pudiendo actuar en ausencia de etileno, sin embargo, el etileno
también puede activar a este complejo lo que hace que la ruta no sea
completamente independiente de la fitohormona y que esta represente una mayor
importancia en el inicio de la abscisién (Bleecker & Patterson 1997; van Doorn,
2002; Patterson & Bleecker, 2004; Estornell et al. 2013; Granados, 2019; Meir et al.
2019). Ademas, se ha sugerido que puede existir una ruta de abscision basal que
ocurre rio arriba de estas dos rutas, pues la percepcion del etileno depende de
varias sefiales. Se sugiere que en esta ruta participan factores de transcripcion
como AGL15, BOP2, NEV, EVR y KNAT2 (Granados, 2019).

Existe variacion genotipica entre las poblaciones de V. planifolia cultivadas

en laregion de Totonacapan, Veracruz-Puebla.

En el 2012 Salazar-Rojas et al., con el fin de obtener informacién sobre el nivel de
polimorfismo en el germoplasma de V. planifolia, midieron los niveles de cuatro
acidos aromaticos (Vainillina, acido vanilico, p-hidroxibenzaldehido y &cido p-
hidroxibenzoico) que definen la calidad del aroma de sus frutos. Sus resultados
mostraron que en las diferentes poblaciones de V. planifolia existen distintos niveles
de acidos aromaticos que se pueden clasificar en seis genotipos. La variacion de
estos genotipos responde a un proceso de seleccién por domesticacion, aquellos
genotipos mas cultivados son los que poseen una mayor cantidad de vainillina y los
menos cultivados los que presentan caracteristicas aromaticas silvestres (menor
cantidad de vainillina). Las diferencias entre los genotipos también llevan a la caida
de ovario no fertilizado, se encontré6 que existe un genotipo (CH-I) con bajo

porcentaje de caida de ovario no fertilizado y otro (CH-VI) que es mas susceptible




a este proceso (Salazar-Rojas et al. 2016; Granados, 2019). En 2016, Salazar-Rojas
et al., realizaron una comparacion de la expresion genética de estos genotipos y
encontraron que en el genotipo CH-VI la biosintesis de lipidos es menor que en el
genotipo CH-1, ademas, no existe sintesis de lignina ni de auxinas y hay un aumento

en el metabolismo del etileno.

Redes de interaccién proteina-proteina

Las proteinas son macromoléculas capaces de interactuar entre si y con otras
moléculas para llevar a cabo funciones como sefalizacion, almacenamiento,
movimiento, defensa, funciones cataliticas 0 incluso unirse unas con otras para
formar estructuras necesarias para darle estabilidad a la célula. Es evidente
entonces, que la importancia de las proteinas yace (en mayor medida) en las
interacciones que estas tienen con otras moléculas y no simplemente en su
existencia individual. Estas interacciones permiten el correcto funcionamiento de los
procesos biolégicos de los que depende un organismo, y son especialmente
relevantes tanto en las rutas metabdlicas encargadas de sintetizar o degradar
compuestos segun sea necesario, como en las rutas de sefializacion que pueden
darse de manera intra o intercelular. Ademas, las interacciones proteicas pueden
representar un papel importante en la evolucion pues, sabiendo que las diferentes
especies proceden de un ancestro en comun, se puede asumir que ciertos genes y
las proteinas para los que estos codifican estan igual de conservados que las

interacciones que después se generan entre ellos (Roy et al. 2019).

Las interacciones proteina-proteina representan un campo de estudio muy extenso,
pueden clasificarse segun su tipo de interaccién en fisicas (unas se unen a otras,
normalmente para formas estructuras) y funcionales (se unen con el fin de sefalizar
o activarse). O, segun el tiempo que duran, en transitorias y persistentes, y por la
cantidad de interacciones que forman en nodos (con muchas interacciones) y
bordes (con muy pocas interacciones). Es esta variedad en las interacciones entre

proteinas lo que hace de ellas un gran campo de estudio que puede aportar mucha




informacion para la resoluciéon de diversos problemas como la creacion o
mejoramiento de farmacos, el entendimiento de estructuras proteicas complejas, o
la elucidacion de rutas metabdlicas enteras y la interaccion que puede haber entre
ellas.

Haciendo uso de la teoria gréafica, este tipo de interacciones puede representarse
en redes de interaccion proteina-proteina, donde las proteinas son representadas
como nodos (cualquier figura o cuerpo geométrico) y sus interacciones como ejes
gue conectan estos nodos que, comunmente, no tienen direccién pues las

interacciones ocurren en ambos sentidos (Snider et al. 2015; Folador et al. 2018).

NetworkAnalyst como herramienta integrativa para el estudio de redes

proteina-proteina

Se puede extender la cantidad y tipo de informacion obtenida de las redes de
interaccion proteina-proteina al incluir otros datos, como la expresion de estas en
diferentes condiciones (expresion diferencial), lo que puede llevar a comprender que
interacciones estan presentes en mayor medida en una u otra condicion, asi como
identificar nuevos objetivos de estudio que puedan ser importantes para que existan
tales cambios entre las condiciones. Network analyst es una herramienta web que
responde a esta necesidad (Xia et al. 2014). En la actualidad, Network analyst no
solo sirve para esto, sino que ha evolucionado y ha agregado mas herramientas
como la creacion de redes de interaccion de proteinas célula o tejido especificas,
redes regulatorias de genes, redes de coexpresion de genes y redes estudios téxico
y farmacogendmicos. Ademas de herramientas visuales como redes 2D, 3D, y
realidad virtual (VR) (Xia et al. 2015, Zhou et al. 2019).

Para generar las redes de interaccion de proteinas Network analyst utilizaba una
base de datos especifica que solo contenia datos de dos especies (humano y raton),
sin embargo, con el fin de extender la posibilidad de mas estudios sobre diferentes

especies, ahora utiliza la herramienta Search Tool for Retrieval of Interacting




Genes/Proteins (STRING), cuyo objetivo es obtener datos de interaccion de genes
y proteinas a través de la mineria de datos en textos y bases oficiales como KEGG
(Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes) ademas de utilizar interacciones
obtenidas a través de la prediccion computacional (Szklarczyk et al. 2019).

A pesar de su gran evolucion, Network analyst solo puede hacer analisis acerca de
organismos modelo, pues las interacciones entre proteinas son un campo aun en
desarrollo que requiere de muchos estudios tanto experimentales como
computacionales para generar el conocimiento necesario sobre interacciones de
proteinas en organismos especificos (Zhou et al. 2019). Sin embargo, recordando
gue las proteinas evolucionan junto con las especies que forman, y seguramente
sus interacciones también lo hagan, el uso de datos de organismos especificos a
través de bases de organismos modelo, se convierte en una solucion factible que
puede ayudar a resolver problemas relacionados con la interaccion de proteinas sin
pasar afos realizando estudios experimentales para comprobarlas una a una (Roy
et al. 2019).

JUSTIFICACION

Analizar las diferencias en la expresion de los genes que son parte de las rutas
metabdlicas involucradas en el proceso de caida prematura de ovario no fertilizado
entre un genotipo tolerante y uno susceptible, permite identificar cuales de esos
genes son los mas relevantes para que dicho fenbmeno ocurra. Ademas, analizar
las diferencias de expresion entre genotipos usando redes de interaccion de
proteinas facilita reconocer que proteinas interactian y cuales de ellas son
especialmente relevantes para que ocurra la caida prematura de ovario no

fertilizado.

La identificacion de los genes de mayor importancia para la caida prematura del
ovario no fertilizado permitird proponer nuevos estudios enfocados a elucidar la

manera en que estos contribuyen al proceso lo que dara paso a la creacién de
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estrategias dedicadas a regular su expresion con el fin de evitar la caida prematura
de ovario no fertilizado. Tomando en cuenta que este fendmeno ha causado
pérdidas de productividad de hasta 90% en el cultivo de vainilla prevenir su

ocurrencia podria incrementar los rendimientos de cultivo en igual medida.

OBJETIVO GENERAL

Comparar el transcriptoma diferencial de ovario en dos genotipos de V. planifolia,
por medio del analisis in silico de redes de expresion genética en diferentes rutas

metabdlicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Calcular y comparar los niveles de expresion de las rutas metabolicas asociadas a

caida de ovario no fertilizado en V. planifolia en los genotipos CH-I y CH-VI.

Crear redes génicas con los valores de expresion de los genes de las rutas
metabdlicas asociadas a caida de ovario no fertilizado en V. planifolia en los

genotipos CH-1 y CH-VI para identificar genes de alto interés.
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MATERIAL Y METODO
Busqueda de secuencias nucleotidicas

Se buscaron las rutas metabolicas de biosintesis de lignina y etileno (ciclo de Yang),
sintesis y degradacion de celulosa, degradacion de pared celular y ruta de respuesta
a etileno exdégeno para Dendrobium catenatum y Arabidopsis thaliana en el sitio web
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG:
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) y se descargaron las secuencias en
formato FASTA de cada una de las secuencias nucleotidicas que codifican para las
proteinas que forman parte de estas rutas. Adicionalmente, las proteinas
pertenecientes a las rutas basal de abscision y semindependiente de etileno se
descargaron directamente de The Arabidopsis Information Resource (TAIR:

https://www.arabidopsis.org).

Busqueda de coincidencias a través de BLAST

Cada secuencia perteneciente A. thaliana fue comparada con la familia
Orchidaceae utilizando la herramienta BLAST del sitio en linea NCBI. Una vez
encontrada la secuencia con mayor coincidencia (nunca por debajo de 80%) se

descargo el formato FASTA de la orquidea correspondiente.

Después, utilizando el programa Geneious 9.1, se realizé un BLAST para cada
proteina para encontrar coincidencias con el genoma (BioProject: PRINA507095) y
un transcriptoma (Accession: PRJNA339318) de V. planifolia obtenidos
previamente. Las secuencias coincidentes obtenidas de este analisis fueron
comparadas una vez mas a través de un BLAST en NCBI en contra de miembros
de la familia Orchidaceae logrando asi una triple verificacion de la coincidencia de

secuencias entre especies y/o familias.
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Creacion de cromosomas artificiales

Una vez obtenidas las secuencias de las proteinas de V. planifolia se separaron en
siete grupos correspondientes a cada ruta metabodlica a analizar (Biosintesis de
lignina, biosintesis de etileno, sintesis y degradacion de celulosa, degradacion de
pared celular, respuesta a etileno exdgeno, ruta basal de abscision y ruta
semindependiente de etileno). Para cada grupo, las secuencias se concatenaron en
una sola utilizando espaciadores de 100 nucleétidos de longitud, para formar

cromosomas artificiales.

Mapeo de cromosomas contra ambos genotipos y comparacion de expresion

Cada uno de los cromosomas artificiales fueron mapeados contra los dos
transcriptomas a analizar (genotipo CH-I y genotipo CH-VI). A continuacion, se
calcularon los niveles de expresion para cada transcriptoma y se compararon entre

si, de acuerdo con el protocolo del software Geneious 9.1.

Analisis de redes de interaccion proteina-proteina

Una vez obtenidos los niveles de expresion para cada ruta metabdlica se
recuperaron el nimero de lecturas (reads) crudas del transcriptoma de cada gen
normalizadas del CH-1y CH-VI y se asociaron a la ID de TAIR para crear tablas de

expresion de genes analizables en el sitio web NetworkAnalyst (networkanalyst.ca),

tal como se muestra en su tutorial. S6lo se tomaron en cuenta aquellos genes con
diferencias de expresién estadisticamente significativas, esto es: con un valor de p<
0.5 y una razon de expresion diferencial (calculada automaticamente por el
programa Geneious 9.1) <-1 o 21. Después, la tabla fue subida a NetworkAnalyst,
usando A. thaliana como organismo, “cuentas” para el tipo de datos, “ID de TAIR”
como tipo de identificadores y “Sumas” para la sumatoria a nivel de genes. Los filtros
se mantuvieron tal y como aparecen predeterminados en la aplicacion (15 para el

filtro de varianza y 4 en el filtro de abundancia baja), y la normalizacién se utilizd
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ninguna dado que los dados ya han sido previamente normalizados por el programa
Geneious. El método estadistico de expresion diferencial elegido fue la prueba de
Limma y se utilizé la comparacion especifica entre transcriptomas. Respecto de los
limites de significancia el valor p fue de 0.05 y el cambio de veces de log. de 1.
Luego, para el método de mapeo se utilizé “Generic Protein Interaction” (Interaccién
proteina-proteina genérica) para crear una red de interaccion de proteinas con la
herramienta “String Interactome” con un valor de confianza de 800 siendo
necesarias las evidencias experimentales para determinar las interacciones. Se
utilizaron las redes obtenidas directamente sin hacer mas cambios mas que a la

presentacion de estas eligiendo “expresion” y proyeccion en tercera dimension.

Segundo anélisis de redes de interaccion proteina-proteina

Las redes sugirieron proteinas asociadas a las ya analizadas por lo que estas se

buscaron en el sitio web “NCBI protein” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) para

obtener las secuencias en formato FASTA de las secuencias nucleotidicas que las
codifican. El proceso de utilizacion del programa Geneious se repitid con estas para
encontrar las coincidencias en el transcriptoma y genoma de V. planifolia, pasando
primero por un BLAST contra la familia Orchidaceae si los nucleétidos solo fueron
encontrados para A. thaliana, los cromosomas artificiales ya existentes se
extendieron al concatenarles estas nuevas secuencian y se repitio el célculo y
comparacion de expresion en ambos genotipos. Después, utilizando estos datos,
las tablas de NetworkAnalyst fueron extendidas y se obtuvo una red mas grande de
los genes involucrados en cada una de las rutas. Se eligio solo presentar las redes
basales en este trabajo para mantener un enfoque mas especifico de las rutas

metabdlicas analizadas.
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Figura 4. Diagrama de flujo que explica el método utilizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron los datos de expresion diferencial de 276 genes presentados en una
tabla (ver Anexo) junto con la razon de expresién diferencial de cada gen entre los

dos genotipos analizados.

Se obtuvieron siete redes de interaccion de proteinas para las diferentes rutas
metabdlicas analizadas. Todas las redes fueron coloreadas en gris y distintos tonos
de verde y rojo, los tonos rojos indican una mayor expresiéon en el genotipo CH-VI

(susceptible a caida de ovario no fertilizado) y los tonos verdes indican mayor
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expresion en el genotipo CH-I (no susceptible a caida de ovario no fertilizado), la
intensidad del color indica qué tan diferente es la expresion de un genotipo a otro,
tonos mas intensos sugieren mayor expresion del gen en un genotipo, ademas entre
mas grande es el didmetro de la esfera que representa al nodo existe una mayor

cantidad de interacciones con otras proteinas.

Se identificaron cinco redes metabdlicas involucradas: celulosa, degradacion de
pared celular, etileno enddgeno, etileno exbégeno, y lignina, estas responden al
mismo codigo de color que las redes de interaccion de proteinas.

Metabolismo Celulosa

La red principal de metabolismo de celulosa (Fig. 4) contiene seis nodos, cuatro de
los cuales estan mayormente expresados en el genotipo CH-VI (AMY3, PI4KG4,
UBQ11y RUB1) y dos en el genotipo CH-1 (PHS1 y PHS2).
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Figura 5. Red principal de interaccion de proteinas para la via metabdlica de sintesis y
degradacion de celulosa. Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se
muestran en verde y los mas expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica

la cantidad de proteinas con las que interactla.

Tabla 1. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de celulosa.

AMY3 -3 5.5072E-73
RUB1 -55.6 6.3376E-64
Pl1AKG4 -4.1 2.8402E-67
uBQil1l -4029.9 1.7425E-65
PHS2 16.5 2.5358E-66
PHS1/GPP 19.7 3.2845E-67
GBSS1 124.4 1.4059E-69
SS2 5.2 3.9882E-67
SS3 10.8 2.6081E-67
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AMY3: La proteina AMY3 o a-amilasa 3 es una glucano hidrolasa que corta los
enlaces a-1,4-glucosidicos en el almidon (Seung et al. 2013). El almidon esta
directamente relacionado con los precursores de la celulosa y su degradacion esta
vinculada a la senescencia de hojas y a la abscision de 6rganos florales. Hay
evidencia que dicta que en las zonas de abscision previamente al propio evento de
abscision, el almidén es degradado y transportado en forma de glucosa hacia los
tallos de la planta (Lloyd, 1916; Poapst, 1959; Bornman et al. 1966; Alonso, 2011).
Una mayor expresion del gen que codifica para la proteina AMY3 (ver tabla 1) en el
genotipo CH-VI podria apoyar la afirmacion de que este es mas susceptible a la
caida de ovario no fertilizado y el hecho de que exista una diferencia en la expresion

entre genotipos hace de este un gen de interés para el estudio de este fenbmeno.

P14KG4: Fosfatidilinositol-4-cinasa-y-4 (P14KG4) es otro de los nodos que tienen
una mayor expresion en el genotipo CH-VI respecto del genotipo CH-I (ver tabla 1).
El rol de esta proteina en la célula ain no esta bien descrito, sin embargo, se ha
visto que, al inhibirla en células sometidas a medios libres de sacarosa, condicion
gue causaria que la celulosa sintasa migre de la membrana plasmatica al
citoplasma, la celulosa sintasa se mantiene en la membrana. Se cree entonces que
el trabajo de la Pl4KG4 es hacer migrar la celulosa sintasa de la membrana
plasmatica hacia el citoplasma, en los casos en que sea necesario modificar la
pared celular (Fujimoto et al 2014). Esto tiene sentido en el caso del fenomeno de
la abscision, pues se ha descrito que las zonas de abscision se caracterizan por
estar formadas por células de paredes delgadas, es decir con menor cantidad de
celulosa (van Doorn & Stead, 1997; Sexton & Roberts, 1982). Es l6gico suponer
entonces que en el genotipo CH-VI una mayor expresion de la PI4KG4 se debe a la
gran migracién de celulosa sintasa fuera de la membrana plasmaética para evitar la

sintesis de celulosa y obtener células con paredes delgadas.
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PHS1 y PHS2: A diferencia de las proteinas anteriormente mencionadas, PHS1 y
PHS2 se encuentran mayormente expresadas en el genotipo CH-I (ver tabla 1). La
fosforilasa plastidial (PHS1) Y su isoforma citosolica (PHS2) se encargan de
degradar el almiddn, pero no lo hacen como AMY3 cuyo fin es degradar el almidon
para enviarlo hacia los tallos una vez comienza la abscision (Lloyd, 1916; Poapst,
1959; Bornman et al. 1966; Alonso, 2011), PHS1 y PHS2 degradan el almidén y lo
convierten en a-D-glucosa-1-fosfato (Malinova, 2014) que después puede ser
convertida a ADP-Glucosa para formar méas almidon o a GDP-glucosa para formar
celulosa (Schomburg et al 2007). Es posible que esta proteina se esté utilizando
para degradar las reservas de almidon en las células y utilizarlas para generar
celulosa con el fin de fortalecer las paredes y evitar la abscision asegurando la
supervivencia de los frutos de la planta. Sin embargo, es necesario estudiar la
expresion de PHS1 y PHS2 junto con los niveles de almidén y celulosa en ambos

genotipos para confirmar esta hipotesis.

UBQ11 y RUB1: Otras de las proteinas que presentan mayor expresion en el
genotipo CH-VI son la Ubiquitina 11 (UBQ11) y la proteina relacionada a ubiquitina
1 (RUBL1). Las ubiquitinas han sido estudiadas extensamente y se sabe que tienen
distintas funciones siendo la principal el marcaje de proteinas para su posterior
degradacion (Zamudio-Arroyo 2012; Hernandez 2013). El ser parte de un proceso
gue involucra tantas proteinas de diferentes rutas metabdlicas podria hacer de
UBQ11 un nodo poco informativo, sin embargo, debe ser notado que este nodo
aparece junto con RUB1 con una expresion similar hacia el mismo genotipo. RUB1
estd implicado en la conjugacion con el complejo Skpl-Cullinl-F-box-Transport
inhibitor response 1 (complejo SCF-TIR1) que esta relacionado con la respuesta a
auxinas (Dharmasiri et al. 2005). Se ha visto que RUBL1 se une a la subunidad Culina
1 (CUL1) de este complejo y ayuda a la conjugacion del complejo SCF-TIR1 con
proteinas AUX/IAA para degradarlas e iniciar la respuesta a auxinas (Gray et al.
2001). Este complejo también esta implicado con la degradacion de inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) lo que promueve el paso de la fase G1 a
la S del ciclo celular (Pozo et al. 1998; del Pozo & Estelle, 1999; del Pozo et al.
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2002; Gutiérrez, 2002). Desde la perspectiva de la abscision, la existencia de estos
dos nodos (UBQ11 y RUB1) en el genotipo CH-VI, puede explicarse con la creacion
de las propias zonas de abscision, RUB1 estaria encargandose de activar el
complejo SCF-TIR1 y junto con UBQ11, estaria degradando los inhibidores que
evitan la continuacién del ciclo celular para asi promover la proliferacion de células
dentro y debajo de la zona de abscision, las primeras para generar una zona débil
gue pueda cortarse y las otras para empujar dicha zona y terminar con el proceso
de corte del 6rgano floral. Existe s6lo un problema con esta hipoétesis, y es que para
gue todo este mecanismo funcione se requiere la presencia de auxinas, y se ha
establecido que dichas moléculas estan presentes en menor cantidad en el genotipo
CH-VI (Granados, 2019). Esto llevaria a pensar que tanto RUB1 como UBQ11
deberian estar mayormente expresadas en el genotipo CH-I a pesar de que los
datos muestran lo contrario. Una posible explicacion para estos datos es que las
auxinas estén presentes en mayor cantidad durante la creacion de la zona de
abscision para promoverla y después disminuyen hasta tal punto que se inhiba el
crecimiento de los érganos a expulsar. Esta teoria coincide con la propuesta por
Basu et al. (2013), quienes demostraron que una gran cantidad de auxinas puede
evitar la abscision, pero la inhibicidn total de estas moléculas también; entonces, se
deduce que es necesaria una pequefa cantidad de ellas para el inicio de la
abscision seguida de una disminucion en su concentracion para continuar con el

proceso.

SS3, SS2 y GBSS: Las proteinas almidén sintasa 3y 4 (SS3 y SS2) y la almidén
sintasa unida al granulo 1 (GBSS1) son nodos terminales en la red de la ruta
metabdlica de celulosa cuya expresion es superior en el genotipo CH-l. Antes se
hablé de que en este genotipo el almidon estaba siendo degradado por PHS1 y
PHS2y, el hecho de que SS3, SS2 y GBSS1 se encarguen de sintetizar este mismo
compuesto (Streb & Zeeman, 2012) puede ser contradictorio. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta un proceso esencial que existe en un genotipo y en otro no: la
fotosintesis. En las células del genotipo CH-VI este proceso se detiene, pues el

organo floral esta a punto de ser sometido a abscisién y es inutil para la planta seguir
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generando energia para un tejido que, técnicamente, ya no es necesario (Zhu et al.
2011). En el genotipo CH-I la fotosintesis continia con normalidad para lograr el

crecimiento del fruto, ello causa que exista una mayor sintesis del compuesto

almidén en las plantas menos susceptibles a caida de ovario no fertilizado, pues

este compuesto es el principal almacén de energia en las plantas (Dashek, 2010;

Yang et al. 2018).
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Figura 6. Red metabdlica de sacarosa y almidén. Se muestran los genes mayormente
expresados en el genotipo CH-VI en rojo [3.2.1.21 = BG1 (B-glucanasa-1); 3.2.1.4 = EGN
(Endoglucansa); 2.7.7.9 = UGP1 (UTP-glucosa-1-fosfato-uridiltransferasa); 3.2.1.68 = ISA
(Isoamilasa); 3.2.1.1 = AMY3 (a-amilasa-3); 3.2.1.2 = BAM (B-amilasa)], y los mayormente
expresados en el genotipo CH-l en verde [3.6.1.21 = NUDX14 (Nudix-hidrolasa-14);
2.4.1.21 = SS3 (Almidon sintasa 3); 2.4.1.242 = GBSS (Almidén sintasa unida al granulo);
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2.4.1.1 = PHS1 (a-glucano-fosforilasa-1) 2.4.1.18 = SBE (Enzima ramificadora de almidon);
2.4.1.25 = DPE (Enzima desproporcionante)]. En el circulo azul se encuentra la celulosa y
en el morado el almidén. Modificada de https://www.kegg.jp

Degradacién de pared celular

La red principal de proteinas involucradas en la degradacion de pared celular
encontrada en V. planifolia, esta relacionada con sus ortdlogos en los
brasinoesteroides presentes en la familia Brassicaceae, por lo que sus funciones
fueron consideradas como validas para esta red. Esta red contiene Unicamente
cuatro nodos, dos de ellos tienen una mayor expresion en el genotipo CH-1 (BRI1 y
BSK3) y los dos restantes en el genotipo CH-VI (BZR1 y ASK7) (Fig. 6).

Degradacion de pared celular

Figura 7. Red principal de interaccion de proteinas para la ruta metabdlica de degradacion
de pared celular. Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se muestran en
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verde y los mas expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad
de proteinas con las que interactda.

Tabla 2. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de degradacion de pared celular.

Nombre logFC valor P
BR1 9.5 3.97E-74
BZR1/2 (protein BZR1 -41.9 9.70E-72
homolog 1)

BIN2/ASK7 3.4 5.75E-70
BSK3 -12.1 7.64E-70

BRI1: (Brassinosteroid insensitive 1) codifica para un receptor transmembranal tipo
cinasa cuyo sustrato es el brasindlido (Wang et al. 2001). Esta molécula, junto con
los demas brasinoesteroides, esta asociada con el crecimiento celular y el desarrollo
en las plantas (Noguchi et al 1999; Peng et al. 2018). Una mayor expresion de BRI1
en el genotipo CH-I no es inusual pues este, a diferencia del genotipo CH-VI,

continuara su crecimiento de manera normal.

BSK3: La cinasa de sefalizacion por brasinoesteroides 3 (BSK3) es el sustrato de
BRI1 dentro de la membrana, esta proteina inicia la transduccion de sefales por
brasinoesteroides (Tang et al. 2008; Sreeramulu et al. 2013). BSK3 se expresa
mayormente en el genotipo CH-1 (ver tabla 2) lo que indica que en este el
crecimiento contindia, mientras que en el otro (CH-VI), debido a la caida de ovario

no fertilizado, disminuye.

BZR1: Actia como represor de la biosintesis de brasinoesteroides lo que podria
explicar su mayor presencia en el genotipo CH-VI (ver tabla 2), pues estaria
evitando la continuacién del crecimiento del érgano floral (Huang et al. 2013). Existe

solo un problema con este razonamiento, BZR1 también es un factor de
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transcripcion que funciona como mediador de la respuesta de crecimiento en la
planta (He et al. 2005). Una posible explicacion que se ajusta a esta funcion dual de
la proteina es que los datos aqui analizados corresponden a la expresion del gen
gue la codifica y no a la cantidad de la proteina misma. Es decir, en el genotipo VI
se estaria generando BZR1 para frenar la biosintesis de brasinoesteroides sin que

esto quiera decir que la proteina se esta acumulando para mediar el crecimiento.

ASK7: El otro nodo asociado al genotipo CH-VI (ver tabla 2): ASK7 (o BIN2
Brassinosteroid insensitive 1), apoya la explicacion de la presencia de BZR1 pues
este se encarga de inhibirlo. Se ha visto que, en ausencia de brasinoesteroides,
BIN2 (ASK7) fosforila a BZR1 dejandolo inactivo, esto evitaria que cumpla su
funcién como factor de transcripcion para la regulacion del crecimiento (He et al.
2002; Li & Nam, 2002; Ashraf et al. 2010). En el genotipo VI, entonces, BZR1 estaria
generandose para evitar la biosintesis de brasinoesteroides, pero, gracias a BIN2,
no estaria acumulandose para iniciar respuestas de crecimiento. Es necesario hacer
un estudio en el que se midan la concentracibn de brasinoesteroides y la
acumulacion de BZR1 desfosforilada junto con los niveles de expresion de BZR1 y

BIN2 para confirmar esta teoria.

Brassinosteroid ———
<

Brassinosteroid DNA

EEE——{esur | o— Il —— > ! clovgation
T A — —» Cetldivison

Figura 8. Red metabdlica de degradacion de pared celular. Red metabdlica de
brasinosteroides (proceso para llegar a la degradacién de pared celular). Se muestran los
genes mayormente expresados en el genotipo CH-VI en rojo y los mayormente expresados

en el genotipo CH-I en verde. Modificada de https://www.kegg.jp.
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Ruta basal de absicion

De la ruta basal se obtuvieron dos redes principales, ya que algunos nodos tienen
mayor interaccion entre si (como es el caso de KNAT1 y KNAT?2) pero dicha relacion
con los demas es demasiado débil para estar en una misma red. De la primera red
se obtuvieron cuatro nodos, tres de los cuales estdn mayormente expresados en el
genotipo CH-VI. La segunda red contiene dos nodos y ambos estan expresados en

el genotipo CH-I.

RUTA BASAL DE ABSCISION

Figura 9. Primera red principal de interaccién de proteinas para la ruta basal de caida de
ovario no fertilizado. Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se muestran
en verde y los mas expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad

de proteinas con las que interactla.
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Ruta |
basal de KiAT2
abscision

Figura 10. Segunda red principal de interaccion de proteinas para la ruta basal de caida de
ovario no fertilizado. Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se muestran

en verde. El tamafio de la esfera indica la cantidad de proteinas con las que interactia.

Tabla 3. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red basal de abscision.

Nombre logFC valor P

AGL 15 69.8 1.06E-80
AGL18 -149.4 1.69E-84
EVR/SOBIR1 -3 4.03E-78
NEV/AGD5 -37.1 5.49E-82
KNAT1 112.3 1.34E-83
KNAT2 42.2 6.36E-83

26



AGL18: Es el nodo con mayor expresion en el genotipo VI para esta ruta (ver tabla
3), su presencia en este genotipo tiene sentido pues esta proteina previene la
floracion ademas de que evita el crecimiento de ramas laterales (Adamczyk et al.
2007; Kai et al. 2018).

AGD5 (NEV): Se encarga del transporte intracelular de moléculas esenciales para
el proceso de abscision en la planta, ademas de que evita la elongacion de las
células en esta zona (Liljegren et al. 2009; Leslie et al. 2010; Liu et al. 2013; Gubert
& Liljegren, 2014).

SOBIR1 (EVR): Restringe el proceso de abscisiébn a una sola zona y regula el
tiempo en que esta ocurrird al alterar la localizacion de proteinas promotoras del
proceso como IDA y HAE/HSL2 (Leslie, 2010; Gubert & Liljegren, 2014).

AGL15: Es el unico nodo con una expresion mayor en el genotipo CH-I en la primera
red basal. Esta proteina se encarga de retrasar la senescencia y aumentar la
longevidad de las flores (Fang & Fernandez, 2002). Su presencia en este genotipo
podria no ser para evitar la caida de ovario no fertilizado, sino para asegurar la

supervivencia del fruto de V. planifolia.

KNAT1 y KNAT2: En la segunda red aparece el nodo KNAT1, esta proteina se
encarga de mantener indiferenciadas las células meristeméaticas (Lincoln et al.
1994), ademas de que previene la abscision prematura al regular el momento en
gue esta debe iniciar. KNAT2, por otro lado, es un regulador positivo de la
separacion de las células (Shi et al. 2011). KNAT1 se encarga de suprimir el efecto
de KNAT2 por lo que su expresion en el genotipo CH-I podria estar asociada al

crecimiento y no a la caida de ovario no fertilizado.

Etileno endbgeno

En la red principal del metabolismo de etileno endégeno se encuentran 9 nodos,

cinco mayormente expresados en el genotipo CH-VI y cuatro en el CH-I.
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SAMDCT —— et endégeno

Figura 11. Red principal de interaccion de proteinas para la ruta metabdlica de etileno
enddgeno. Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se muestran en verde
y los mas expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad de

proteinas con las que interactda.

Tabla 4. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de etileno enddgeno.

Nombre logFC valor P
AMTD -1013.5 8.57E-68
(SAMDCY)

TAT -24.9 4.75E-69
mMS2 -60 2.44E-65
ASA1l -4.9 1.38E-65
LYSA1 -3.6 1.49E-64
AMS/SAM1 76 3.43E-60
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MGL 145  1.34E-64
SS (SPDS1) 145  1.20E-63
CPA 19.3  8.23E-68

SAMDCL1: En el genotipo CH-VI se expresan mayormente genes que promueven la
biosintesis de etileno, la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC1) por
ejemplo, usa como sustrato a la S-adenosilmetionina y la convierte en
Metiltioadenosina, esta reaccion es importante para sintetizar etileno a través de las
enzimas 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato sintasa (ACS) y amino-ciclopropano-
carboxilato oxidasa (ACO1) (Shelly, 2000; Burstenbinder, 2006; Argueso et al.
2007). Estas enzimas también estan mayormente expresadas en el genotipo CH-VI
(ver Anexo) lo que indica una mayor presencia de etileno endégeno en este
genotipo. La biosintesis de etileno esta asociada a la creacion de zonas de abscision
en las plantas (Gonzalez-Carranza et al. 1998) y se ha visto que al inhibir SAMDC1
las inflorescencias crecen a un mayor ritmo (Ge et al. 2006), por lo que esta proteina
debe estar presente en mayor medida en el genotipo CH-VI para responder a la
necesidad de evitar el crecimiento de tejidos que van a ser cortados por la planta
ademas de iniciar la abscision de los mismos. SAMDCL1 también es importante en
el ciclo de la metionina, pues su producto, la metiltioadenosina puede ser convertida

en metionina usando ATP (Burstenbinder, 2006).

TAT3 y MS2: Otras de las proteinas que intervienen en este ciclo son la Tirosina
aminotransferasa 3 (TAT3) que interviene en la sintesis de metionina a partir del 4-
Metiltio-2-oxobutanoato y la Metionina sintasa (MS2) que se encarga, obviamente,
de sintetizar metionina (Ravanel et al. 2004). Se ha comprobado que una mayor
concentracion de metionina en los tejidos acelera su abscision (Valdovinos & Muir,
1965; Chatterjee, 1977), lo que podria explicar la presencia de estos nodos en el

genotipo CH-VI.
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ASA1: La antranilato sintasa otro de los nodos mayormente expresados en el
genotipo CH-VI (ver tabla 4), se encarga de la biosintesis de antranilato, un
intermediario del triptéfano. Este aminoacido funge como precursor de las auxinas,
lo que indicaria que ASAL1 estaria causando, indirectamente, un incremento de estas
fitohormonas para detener el crecimiento de los tejidos (Cai & Lashbrook, 2008; Mao
et al. 2016) ademas de iniciar la abscision (Basu et al. 2013; Jin, 2015). De nuevo,
se recomienda revisar la concentracion de auxinas junto con la expresion de ASA1

en diferentes momentos de la abscision para confirmar esta explicacion.

LYSA1L: La lisina sintasa 1 se expresa mas en el genotipo susceptible a caida de
ovario no fertilizado, su papel es el de sintetizar lisina, sin embargo, en lo que
respecta al proceso de abscision, este es solo un paso intermedio. Otra proteina,
gue no aparece como nodo en ninguna de las redes, pero cuyos datos también se
obtuvieron (ver Anexo) es la Lisina cinasa reductasa (LKR) esta se expresa mas en
el genotipo CH-VI y se encarga del catabolismo de la lisina hacia el glutamato. Este
aminoacido sirve como sefalizador en tejidos afectados por estrés como las zonas
de abscision (Galili, 2002), ademas de que se ha visto que su concentracion

aumenta mientras este proceso avanza (Ghiasi et al. 1987).

SAML1: En el caso del genotipo CH-I algunos de los nodos también son parte del
ciclo de biosintesis de etileno (ciclo de Yang), por ejemplo, la S-adenosilmetionina
sintasa 1 (SAM1). Siendo que el etileno funciona como un promotor de la abscision
la presencia de SAM1 en este genotipo seria extrafa, sin embargo, en CH-I también
hay una mayor expresion de S-adenosil-1-homocisteina hidrolasa 2 (SAHH2) (ver
Anexo) esta enzima forma parte del ciclo de la metilmetionina, el cual funciona como
regulador de la biosintesis de etileno. SAHH2 sintetiza homocisteina a partir de la
S-adenosil-L-homocisteina que, a su vez, es producto de la transformacion de la S-
adenosil-L-metionina (Lindermayr et al. 2006). Es decir, SAHH2 estaria utilizando
indirectamente el producto de SAM1 para continuar el ciclo de la metilmetionina

evitando que ACS inicie la sintesis de etileno. La expresion de SAM1 se explica
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entonces con la necesidad de evitar la acumulacion de metionina y no la de

sintetizar etileno.

MGL: La metionina-gamma-liasa cataliza la degradacion de metionina a alfa-
cetobutirato, metanotiol y amoniaco. El metanotiol es parte de la ruta de
metabolismo de azufre y se ha visto que su escasez puede llevar a abscision,
probablemente por la falta de amino&cidos que necesitan de €l para ser sintetizados
(Addicott, 1968). MGL estaria entonces, por un lado, evitando la acumulacion de
metionina y por otro permitiendo la absorcion de azufre necesario para la sintesis
de aminoacidos y continuacion del crecimiento del fruto de V. planifolia. Ademas de

gue evitaria de forma indirecta la sintesis de etileno al usar la metionina.

SPDS1 y CPA: Los ultimos dos nodos de esta red, Espermidina Sintasa (SPDS1) y
N-carbamoil putrescina amidasa (CPA) se encargan de sintetizar las poliaminas
espermidina (Wu et al. 2007) y putrescina (Piotrowski et al. 2003) respectivamente.
Ambas poliaminas estan relacionadas de forma negativa con la abscision y se ha
comprobado que al aumentar su concentracion este proceso puede inhibirse (Aziz,
et al. 2001; Aziz, 2003; Roussos et al. 2004), lo que explica su presencia en el

genotipo CH-I.
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Figura 12. Red metabdlica de biosintesis de etileno. Se muestran en rojo los genes
mayormente expresados en el genotipo CH-VI [2.6.1.5 = TAT3 (Tirosina aminotransferasa
3); 2.1.1.14 = MS2 (Metionina sintasa 2); 1.13.11.54 y 1.13.11.53 = ARD (Acireductona
dioxigenasa); 4.4.1.14 = ACS (1-amino—ciclopropano-1-caeboxilato sintasa); 1.14.17.4 =
ACO (Amino-ciclopropano-carboxilato-oxidasa); 4.1.1.50 = SAMDC (S-adenosilmetionina-
descarboxilasa) 5.3.1.23 = MTI (Metiltioribosa-1-fosfato-isomerasa)], y en verde los
mayormente expresados en el genotipo CH-1 [4.4.1.11 = MGL (Metionina-gamma-liasa);
2.6.1.- = VASL1 (Aminotransferasa aromatica); 2.5.1.6 = SAM1 (S-adenosilmetionina sintasa
1); 3.1.3.77 y 4.2.1.109 = DEP1 (Complejo deshidratasa-enolasa-fosfatasa-1); 2.5.1.16 =
SPDS1 (Espermidina sintasa 1); 2.7.1.100 = MTK (S-metil-5-tioribosa cinasa); 3.2.2.16 =
MTANZ2 (Metiltioedenosina-nucleosidasa-2)]. En el circulo azul se encuentra el etileno.

Modificada de https://www.kegg.jp

Etileno exégeno

Para la ruta metabdlica de etileno exdgeno se obtuvo una red principal de 3 nodos,

con solo uno expresado mayormente en el genotipo CH-I.
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Etileno exégeno

Figura 13. Red principal de interaccion de proteinas para la ruta de etileno exégeno. Los

nodos mayormente expresados en el genotipo CH-l1 se muestran en verde y los mas

expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad de proteinas con

las que interactda.

Tabla 5. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de etileno exdgeno.

Nombre logFC valor P

EIN2 -16.2 8.78E-74
CTR1 4 1.09E-72
ETR/ERS2 -32.5 6.96E-73

CTR1 es un regulador negativo de la sefializacién por etileno, se une a EIN2 y ERS2

(ambos nodos en esta red) y los bloquea en ausencia de etileno (Kieber et al. 1993;
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Payton, 1996; Mduller & Stummann, 2003; Ju et al. 2012). Es comprensible su

presencia en el genotipo CH-I pues estas dos proteinas promueven la abscisiéon. Se

ha establecido que al inhibir EIN2, un receptor de etileno, el proceso de corte del

organo floral se retrasa, lo que indica que, si bien esta proteina no es esencial para

gue ocurra la abscision, es muy importante para controlar el momento en que esta

inicia (Bleecker & Patterson, 1997). ERS2 es también un receptor de etileno (Hua &

Meyerowitz, 1998) y su sobreexpresion causa un incremento en la expresion de

genes relacionados con la degradacién de pared celular (Li & Yuan, 2008).
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Figura 14. Ruta de sefializacion por etileno exdgeno. Se muestran los genes mayormente

expresados en el genotipo CH-VI en rojo y los mayormente expresados en el genotipo CH-

I en verde. Modificada de https://www.kegg.jp

Ruta de abscision semi-independiente de etileno

La red de interaccion de proteinas de la ruta semi-independiente de etileno contiene

unicamente un nodo, con una expresion mayor en el genotipo CH-I.
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RUTA SEMI-INDEPENDIENTE DE ETILENO

AGL42

Figura 15. Red principal de interaccion de proteinas para la ruta independiente de etileno.
Los nodos mayormente expresados en el genotipo CH-I se muestran en verde y los mas
expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad de proteinas con

las que interactia.

Tabla 6. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de abscision semi-independiete de etileno.

Nombre logFC valor P
FYF/AGL42 69.4 2.46E-75

AGL42 (FYF): Esta proteina promueve la floracibn ademas de que retrasa la

senescencia y la abscision al reprimir la respuesta a etileno.
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Lignina
Para la ruta metabdlica de lignina se obtuvo una red con seis nodos, de los que s6lo

uno esta mayormente expresado en el genotipo CH-VI.

Lignina

ALDH2C4

CYPS4A1

CYPT73A5

Figura 16. Red principal de interaccidén de proteinas para la ruta metabdlica de lignina. Los
nodos mayormente expresados en el genotipo CH-lI se muestran en verde y los mas
expresados en el CH-VI en rojo. El tamafio de la esfera indica la cantidad de proteinas con

las que interactda.

Tabla 7. Valores de razén de cambio (logFC) y valor P (significancia) de los nodos

en la red de lignina.

Nombre logFC valor P

ALDH2C4 -36.2 2.94E-73
CYP73A5 253.2 1.06E-73
F5H/CYP84A1 17.8 1.78E-72
CYP98A3 96.5 6.00E-74
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CCR1 135.9 3.29E-71
CYTB5-B 473.6 4.32E-73

ALDH2C4: La Aldehido deshidrogenasa 2C4 (ALDH2C4), esta enzima sintetiza
acido sinapico y é&cido ferdlico a partir de Sinapaldehido y Coniferilaldehido
respectivamente (Nair et al. 2004). Estos dos aldehidos son precursores de la
lignina (Vanholme et al. 2010), lo que indica que ALDH2C4 estaria evitando la
sintesis de este compuesto en el genotipo susceptible a caida de ovario no

fertilizado.

Los demas nodos, excepto CYTB5-B, forman parte de la ruta de biosintesis de
lignina. La cinamato-4-hidroxilasa (CYP73A5 nodo en lared) es la primera en actuar
al hidroxilar el trans-cinamato a 4-cumarato (Sewalt et al. 1997; Blee, 2001; Gou et
al. 2018). Este compuesto después es transformado en acido caféico a través de
una citocromo P450 monooxigenasa (CYP450), después a acido ferulico por una
acido caféico 3-O-metiltransferasa (OMT1), y luego a acido-5-hidroxiferulico por la
ferulato-5-hidroxilasa (F5H o CYP84A1 nodo en la red) (Humphreys, et al. 1999;
Gou et al. 2018). Por ultimo, el acido-5-hidroxiferulico puede ser metabolizado en
acido sinapico usando OMT1. Cada uno de estos acidos puede ser sustrato de la
4-cumarato-CoA-ligasa (4CCOAL) formando sus derivados unidos a CoA (Cafeoil-
CoA, Feruloil-CoA, 5-Hidroxiferuloil-CoA y Sinapoil-CoA, respectivamente). Estos
derivados también pueden formarse directamente si el 4-cumarato es metabolizado
por la 4CCOAL en vez de la CYP450 formando cumaroil-CoA que después es
convertido en &cido-p-cumarico a través de la shikimato-O-cinamoiltransferasa
(SGT) y luego a acido clorogénico por la CYP98A3 (nodo en la red) (Humphreys, &
Chapple, 2002; Gou et al. 2018). El acido clorogénico es metabolizado por la SGT
para producir Cafeoil-CoA que después podra derivar en los demas acidos (Feruloil-
CoA, 5-Hidroxiferuloil-CoA 'y Sinapoil-CoA) wusando la cafeoil-CoA-O-

metiltransferasa (CCOAMT). Estos compuestos seran convertidos a sus formas
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aldehido por la Cinamoil-CoA reductasa (CCR1) (Lacombre et al. 1997). Finalmente,
la lignina es sintetizada por medio de dos enzimas, la Cinamoil aldehido
deshidrogenasa (CADH) que convierte los aldehidos en alcoholes y una peroxidasa
(PO) (vanholme et al. 2010), estas no aparecen como nodos en ninguna red, sin
embargo, estdn mayormente expresadas en el genotipo CH-I (ver Anexo).

CYTBb5-B: esta proteina funciona como transportador de electrones para varias
oxigenasas, y participa en la sintesis de acidos grasos de cadena muy larga
(VLCFA) (Kumar et al. 2012). Los VLCFA forman parte de la cera cuticular que
recubre las partes aéreas de las plantas (Lee & Suh, 2013), por lo que su presencia
en el genotipo CH-I podria ser debido a la formacion de esta cera para proteger los
tejidos del fruto y zona de unién de V. planifolia. Ademas, se ha visto que CYTB5-B
y sus isoformas (-C, -D y -E) pueden interactuar con la proteina Reversion a
sensibilidad a etileno 1 (ETR1) para inhibir la respuesta a este compuesto (Chang
et al. 2013) lo que podria evitar la creacion de una zona de abscision. Por ultimo, es
importante mencionar que la isoforma -D de CYTB5-B funciona como transportador
de electrones para la biosintesis de siringil-lignina (Gou, et al. 2019), por tanto,

deberia revisarse si CYTB5-B tiene esa misma funcion en V. planifolia.
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| PHENYLPROPANOID BIOSYNTHESIS |
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Figura 17. Red metabdlica de biosintesis de fenilpropanoides. Se muestran en rojo los
genes mayormente expresados en el genotipo CH-VI [3.2.1.21 = BGLU (B-glucosidasa);
4.3.1.24 = PAL (Fenilalanina-amonio-liasa); 23.1.133 = HCT (Shikimato-O-hidroxicinamoil-
transferasa); 3.1.1.- = CSE (Cafeoil-shikimato-esterasa); 2.1.1.68 = OMT1 (O-
metiltransferasa-1); 2.1.1.104 = CCAMT (Cafeoil-CoA-O-metiltransferasa); 1.2.1.68 =
ALDH2C4 (Aldehido-deshidrogenasa 2C4); 2.4.1.120 = UGT84A2 (Acido sinapico-1-
glucosiltransferasa)], y en verde los mayormente expresados en el genotipo CH-1 [6.2.1.12
= 4CL1 (4-cumarato-CoA-ligasa); 1.2.1.44 = CCR1 (Cinamoil-CoA-reductasa-1); 1.14.14.91
= C4H (Cinamato-4-hidroxilasa); 1.1.1.195 = CADH (Cinamoil-alcohol-deshidrogenasa);
1.11.1.7 = PO (Peroxidasa); 1.14.14.96 = CYP98A3 (5-O-(4-cumaroil)-D-quinato 3’-
monooxigenasa); F5H (Acido ferulico-5-hidroxilasa-1)]. Modificada de https://www.kegg.jp
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Existe una clara diferencia entre el genotipo CH-1 y el CH-VI en las siete rutas
metabdlicas analizadas. El metabolismo de la celulosa va del anabolismo en el
genotipo CH-I1 al catabolismo en el CH-VI, lo que revela que en el genotipo resistente
a la caida prematura del ovario no fertilizado la celulosa (el principal componente de
la pared celular) se conserva, permitiendo que existan zonas de unidn ovario raquis
mas resistentes a aquellas que existen en el genotipo CH-VI. En el caso de este
genotipo la endoglucanasa, enzima encargada de degradar la celulosa, esta
expresada 117.6 veces mas en el genotipo CH-I (ver tabla 8).

Respecto del proceso de abscision mismo, los genes AGD5 (Nevershed) y SOBIR1
(Evershed) estan mayormente expresados en el genotipo susceptible, dichos genes
estan asociados al inicio y localizacion de la abscision lo que indica que esta ocurre
con mayor medida en el genotipo CH-VI, llevando a la caida prematura de ovario no
fertilizado.

Como se ha mencionado, el etileno es uno de los principales sefializadores de
abscision en las plantas, su presencia conduce a este proceso y es en el genotipo
CH-VI que la biosintesis de etileno ocurre en mayor medida ademas de que los
genes asociados a la sefalizacion por etileno exégeno también estan mas
expresados en este genotipo. Mientras que en el genotipo CH-I el inhibidor de
receptores de etileno exdgeno esta mas expresado que en el CH-VI. Es, por tanto,
gue se puede decir con seguridad que los efectos del etileno afectan mas al
genotipo CH-VI haciéndolo susceptible a la caida de ovario no fertilizado. Existe
también una ruta de abscision semi-independiente de etileno, ello podria llevar a
pensar que la abscision podria promoverse en le genotipo CH-I a través de ella, sin
embargo, al analizarla se encontré que el gen encargado de inhibir la respuesta a
etileno se encuentra mas expresado en este genotipo causando un retraso en el

proceso de abscision.

Por altimo, los genes involucrados con la biosintesis de lignina estan todos mas
expresados en el genotipo CH-1y el encargado de devolver los productos generados

en esta ruta metabdlica a sus precursores se expresa en mayor medida en el
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genotipo CH-VI, con esto se infiere que el genotipo resistente presenta una mayor
lignificacion lo que provee resistencia a la zona de unién ovario-raquis y por tanto al

proceso de caida prematura de ovario no fertilizado.

Estas diferencias nos permiten no sélo identificar los procesos que ocurren a nivel
genético que pueden causar la susceptibilidad o resistencia a la caida prematura de
ovario no fertilizado, sino que nos hacen reconocer exactamente cuales genes son
de gran importancia para el proceso. Ademas, el andlisis de redes de interaccion de
proteinas nos permite identificar cuéles genes estan relacionados con ellos, lo que
da nueva luz al problema de caida prematura de ovario no fertilizado y permite

proponer nuevos estudios que puedan llevar a su resolucion.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en la expresion de genes relacionados a caida de ovario

no fertilizado entre los dos genotipos analizados.

Para la ruta metabdlica de sintesis y degradacién de celulosa se encontro que en el
genotipo CH-VI ocurre una mayor degradacion de almidén y se evita la salida de la
celulosa sintasa del citoplasma de las células. Mientras que en el genotipo CH-1 hay
degradacion y generacion de almidén, lo que puede estar relacionado a la

fotosintesis.

En la ruta metabdlica de degradacion de pared celular los hallazgos indican que los
organismos pertenecientes al genotipo CH-I continlan de manera normal su
crecimiento mientras que en el genotipo CH-VI hay una mayor actividad de

degradacion de pared celular.

Dentro de la ruta basal de abscision, en el genotipo CH-VI se expresan mayormente

genes encargados de promover la caida del ovario mientras que en el genotipo CH-
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| los genes que mas se expresan estan relacionados con la prevencion de este

proceso.

En la ruta metabdlica de etileno endégeno se confirmd la existencia de mayor
biosintesis de este compuesto en el genotipo CH-VI mientras que en el CH-I se
observé una mayor actividad del ciclo de la metilmetionina, metabolismo de azufre

y biosintesis de poliaminas.

Para la ruta metabdlica de etileno exdgeno se encontr6 que hay una mayor
expresion de receptores de etileno en el genotipo CH-VI 'y que en el CH-I un represor
de estos receptores se expresa en mayor medida.

Dentro de la ruta de abscision independiente de etileno, se observo que en el
genotipo CH-I se expresa un promotor de floracion que ademas retrasa la

senescencia.

En la ruta metabdlica de lignina se confirm6 que en el genotipo CH-I ocurre la
biosintesis de lignina como refuerzo de la zona de union ovario-raquis, mientras que

en el genotipo CH-VI los precursores de este compuesto son reciclados.

Estas diferencias de expresion permiten afirmar que el genotipo CH-VI presenta
mayor susceptibilidad a la caida de ovario no fertilizado, lo que corresponde con las

observaciones hechas en campo.

A partir del analisis de las redes obtenidas en este trabajo, se identificaron los
siguientes genes presentes los hodos principales para cada ruta metabodlica: AMY3,
EGN, AGL18, KNAT1, SAM1, SAMDC1, EIN2, ERS2, ALDH2C4.

PERSPECTIVAS

Comprobar de forma experimental la expresion en ambos genotipos, de los genes
sugeridos como de mayor importancia en el fenbmeno de caida de ovario no

fertilizado.
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Asi mismo, se sugiere comprobar la hipétesis del efecto de la concentracion de
auxinas asociada a la expresion de RUB1 en el metabolismo de celulosa.

Comprobar si la diferencia en la disponibilidad de azufre entre los dos genotipos es

significativa para determinar su resistencia al proceso de abscision.
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ANEXO

En la tabla 1 se encuentran los datos de expresion diferencial de los 276 genes
analizados, en rojo pueden verse aquellos mayormente expresados en el genotipo
CH-VIy en verde en el genotipo CH-I. Entre mas se aleja el valor de cero mayor es

la diferencia en la expresion.
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Tabla 8. Expresion diferencial de los genes analizados
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1.8
-3.2

1.3
11
1.3
-1.2

1.9

1.3
-1.4
1.1
-1.3
1.1

=2

-1.6

3.1

1.3

1.5



- KNAT1  3.00E -2 - TAT 0.000 3.5
-10 16
- KNAT2  0.001 1.6 | AT3G03780 MS2 0.074 1.1

5 |AT5G05730 ASAl 0.81 1.1
| AT2G41370 | BOP2 1 -1 |AT3G14390 LYSA1 0.9 1.1
| AT1G23380 KNAT6 1 1 - AMS/SA  0.25 -1
SEP3 1.20E 2.3 M1
- -18 ' AT1G64660 MGL 0.44 -1.3
CML12  2.40E 1.2 ss 0.54 1
R -
- CONNEXI  0.001 1.2 | AT2G27450 CPA 0.084 13
N32 2 - AAT/VAS  0.24 -1.2
| ATAG33470 HDA14 1 1 1
|AT3G18520 HDA15  0.28 12 |AT1G01480 ACS 1 1.1
| AT4G38130 HDA19 0.3 1.3 [AT1G05010 ACOl  0.067 1.1
| AT5G61060 HDAS 1 -1 - DKMTP  0.004 3.6
HDAS  6.60E 1.4 6
- -02 | AT5G53850  MPDEP  0.11 -1.1
| ATAG18880 HSFA4A  0.55 1.2 |AT2G05830 | MPI 0.68 1.1
| AT5G65710  HSL2 1 1.1 - MTAN  0.000 1.3
|AT1G10210 MPK1 0.9 -1 0073
| AT3G59790 MPK10  0.12 1.1 | AT1G49820 MTK 0.21 -1.1
| AT2G46070 MPK12  0.64 1.1 | AT2G28880 ADCS 0.79 -1.1
- MPK16  0.000 -1.8 | AT3G06350 EMB3004 0.95 1.1
47 |AT3G23890 TOP2 1 1
| AT1G59580 MPK2 0.18 1.4 | AT3G18010 WOX 0.83  -1000000
- MPK9  1.00E 1 | AT1G25220 ASB1 0.44 1.1
il - MTHFR1  2.50E 2.1
- NFYB9  0.000 1.4 13
88 _ NTRC 1 -4
|AT1G22280 | PAPPDC2  0.53 RL2 PAT1 7.60E 2
- POLL5 0.000 5.1 - 11
ooes I
| AT2G45640 SAP18 0.11 L1 EX6GENO
(AT1G15750 TPL 0> 13 | AT5G03280 EIN2 0.084 1.4
[ ] ' AT5G03730 CTR1 0.68 -1.2
'ENDOGENO 'AT1G04310 ETR/ERS2 0.045 1.2
AMTD  0.0CE 1.9 'AT2G25490 EBF12 0011 .8
- §5AMDCY +00 (AT1G73730 FEIL3 0.97 1.1
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ERF1
MPK6
AtMYB41
ATPHOS3

N

DSPTP1
EIL1/EIN
3
HSFA2
HSFA4A
IBR5
MKK2
MKKS
MKK9
MKP1
MPK1
OXI1
PTP1
SKP1A
TSK

FYF/AGL
42
FUF1
HAESA
IDA
HDA14
HDA15
HDAS
HDAS8
MPK1
MPK10
MPK11

MPK12
MPK16

0.008
0.54
-1.9
1.1

1.1
1.1

54
-1.3

-1.2
-1.6
1.1
1.1
-1.1

14

-1.1
-1.4

2.90E

1.9
-1.1
0.88
0.11

0.62
0.02

1.40E-07
0.29
0.94
0.23
0.0000029
0.52
0.57
0.29
0.62
0.078
0.00058
1

MPK2
MPK3

<
)
=
G

U O
A A
O O

M
M

CYP73A5
F5H/CYP
84A1
CYP98A3
CCR1

CYTB5-B

4CCOAL
BGU44
CADH

OMT1

CCOAMT
CSE

PAL

o
@)

SGT

TCHT

CCR2

ALDH2C4
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-1.6
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-1.5

-1.6

-1.1
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1.2
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