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RESUMEN

El extracto de Vanilla planifolia G. Jack es uno de los productos mas demandados a nivel mundial por
diversas industrias. Durante mucho tiempo la exportacién de vainilla constituyé una fuente de divisas
importante para México. Sin embargo, debido a varios problemas climaticos y sociales, su produccién casi
desaparecié. Otra de las causas de esta pérdida es la abscision prematura del fruto; la abscisidn es el
proceso natural de separacion tisular mediante el cual las plantas pierden sus hojas y flores senescentes y
sus frutos o semillas maduras. Esta separacién se origina en la zona de abscisién donde se producen
proteinas degradadoras de pared celular. Dicho proceso esta regulado hormonalmente; la presencia de
altas concentraciones de auxinas en el receptdculo al inicio de la fructificacidn, estd relacionada con el
retardo de la abscision. Una disminucion o alteracion de esta hormona, ya sea por factores naturales o por
estrés, estimula la sintesis de etileno, el cual sensibiliza las células para formar la capa de abscisién. V.
planifolia presenté un incremento en los eventos de abscision de frutos inmaduros. Dicha problematica
provocd una disminucion en la produccién de vainilla de 90% aproximadamente, que a su vez generé
pérdidas econdmicas en todos los eslabones que integran el sistema producto vainilla a nivel nacional. De
manera que, previo a identificar y relacionar agentes causales, es necesario comprender el mecanismo
natural que estimula la abscisiéon de frutos en V. planifolia y compararlo con las situaciones en las que el
evento se lleva a cabo de manera prematura. Por tal razén, el objetivo de este trabajo fue realizar una
comparacion diferencial de expresidn de proteinas en los tejidos relacionados con la abscision de frutos en
dos genotipos de V. planifolia con comportamiento contrastante frente a dicho fenémeno; CH | presenta un
bajo porcentaje de caida y CH VI el mayor porcentaje de caida. Las proteinas totales se extrajeron a partir
de un extracto crudo del fruto, mediante el kit AllPrep (QIAGEN), se cuantificaron por el método BCAy se
visualizaron en SDS-PAGE 1D, tefidas con Coomassie y SilverQuest™ Silver Staining Kit (Life technology).
Para conocer el punto isoeléctrico y peso molecular, las muestras se corrieron en SDS-PAGE 2D y se
utilizaron los mismos métodos de tincién. Con estos datos se buscaron los nombres de posibles proteinas
en el servidor ExPASy de la base de datos Swiss-Prot, empleando la herramienta Tagldent. Las secuencias
de dichas posibles proteinas se buscaron en el GenBank del NCBI y se compararon con el transcriptoma
previamente secuenciado de CH | y CH VI en ambas condiciones, con y sin abscision prematura. La
comparacion fue realizada con el programa Geneious y el transcriptoma fue secuenciado por la UUSMD del
IBT, UNAM. La busqueda en Tagldent arrojé 660 proteinas relacionadas con el proceso de abscision, de las
cuales se eligieron 107 debido a que sus valores de p/ y de PMr son mas cercanos a los encontrados en la
base de datos. De las 107 proteinas elegidas hubo 28 coincidencias en al menos un genotipo o en una
condicidn. Estas proteinas estan relacionadas con la sefializacién de etileno (ETR1, ERS1, ERS2, EIN4 y ER4;
los factores de transcripcion: AlL1, AIL6, ERF022, ERF038, RAP2-7, RAP2-13, EIL1, EIN3); la biosintesis de
éste (ACO1, ACO3 y MTN2); la regulacion de auxinas (ARF 6 y IAA30); la degradacion de proteinas mediante
ubiquitinacion (ETO1, UBLCP1 y UPE3); lignificacién de la zona de abscisién (OMT3) y degradaciéon de pared
celular (BGLU46, HGL1 y MPZ). La mayoria de estas proteinas presentaron diferencia de su expresion en las
condiciones contrastantes (con abscision y sin abscisién). Al parecer los receptores de etileno son las
proteinas que tienen mayor influencia en el proceso de abscision, debido a la cantidad de proteinas de este
tipo que se presentaron y su alta expresién de algunas de ellas. En segundo lugar estaria ACO1 y en tercer
lugar OMT3, por lo que podria asumirse que ademads del metabolismo del etileno, la formacién de lignina
en la zona de abscisidon es importante en la abscision del fruto. También puede deducirse la accion del
estrés en el proceso de abscision, ya que, para la mayoria de las proteinas encontradas en este trabajo,
existen funciones de respuesta al estrés reportadas en la literatura.







1. INTRODUCCION

El extracto de Vanilla planifolia G. Jack es uno de los productos mas demandados a nivel mundial por
las industrias saborizantes, aromatizantes, cosméticas y alimenticias (Castillo & Engleman, 1993;
Koekoek, 2005). Los usos de este condimento se remontan a la época prehispanica, ya que, esta
especie que tiene como origen Mesoamérica (Rodolphe et al., 2011), fue utilizada por los totonacas
como pago de tributo a los aztecas, quienes la usaban a su vez, para dar sabor y perfume al chocolate
(Correll, 1953).

Durante mucho tiempo la exportacién de vainilla constituyd una fuente de divisas importante para
Meéxico, siendo Papantla, Veracruz, la regioén vainillera mds importante del pais. No obstante debido a
varios problemas meteoroldgicos y sociales su produccidn casi desaparecio (Castillo & Engleman, 1993;
Soto, 2006). Actualmente, el mayor productor de vainilla es Madagascar, con un porcentaje de
produccion mundial del 58%, mientras que México produce sélo el 3% (Castro, 2008).

Son diversas las razones por las cuales los rendimientos promedios de vainilla en México son bajos,
entre ellas estd la caida o abscision prematura del fruto. La abscisidon es el proceso de separacién
tisular mediante el cual las plantas pierden sus hojas senescentes, drganos florales y frutos o semillas
maduras (Roberts et al., 2000; Lewis et al., 2006). Esta separacion se produce dentro de un tejido
especifico denominado zona de abscision (ZA), conformado por varias capas pequefias de células
densamente citoplasmaticas ubicadas en la unién del d6rgano y el cuerpo principal de la planta
(Patterson, 2001).

El proceso de abscisién esta regulado hormonalmente, ya que la presencia de altas concentraciones de
auxinas en el receptdculo al inicio de la floracion y de la fructificacion, esta relacionada con el retardo
de la abscisidn. La sintesis de auxinas establece un gradiente de concentracién, lo cual impide el
desarrollo de la zona de abscisidn, mientras que la presencia de etileno sensibiliza las células para
formar la capa de abscisiéon (Van Doorn & Stead, 1997; Herrera et al., 2006). Diversas proteinas
participan en dicho proceso, tales como receptores, segundos mensajeros, factores de transcripcion,
enzimas y algunas como parte de complejos de regulacion.

El analisis proteico comparativo entre dos situaciones contrastantes, se realiza a través de la
protedmica de expresién, que tiene como objetivo la descripciéon del proteoma total de un tejido, las
mediciones cuantitativas de los niveles de expresidon proteinica vy las diferencias en el contenido
proteico celular entre dos situaciones distintas. En un primer paso se separan las proteinas de un
extracto complejo y luego se identifican las proteinas individuales con el objeto de determinar la “firma
protedmica” o conjunto de proteinas cuya alteracion de su expresion es caracteristica de la respuesta a
una condicion definida o cambio genético. Esta firma protedmica se puede determinar por presencia/
ausencia de “spots” en los geles electroforéticos. (Mojica et al., 2003; Camacho et al., 2010; Pando &
Ferreira, 2015).
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1.1. Justificacion

Debido a la importancia cultural, agricola y comercial de V. planifolia, la problematica que se presenta
derivada de la abscisidon prematura de sus frutos requiere de la busqueda de una solucién que atienda
las necesidades de los sectores que se ven afectados. Previo a identificar y relacionar agentes causales,
es necesario comprender el mecanismo natural que estimula la abscision de frutos en V. planifolia y
compararlo con las situaciones en las que el evento se lleva a cabo de manera prematura, esto con el
propdsito de obtener a mediano plazo una metodologia que permita controlar el proceso de caida de
fruto para incrementar asi la productividad del cultivo a nivel nacional (Herrera-Cabrera et al., 2012).

El presente estudio se incorpora como parte de un proyecto, cuyo objetivo es realizar una comparacién
diferencial a nivel global de expresidn genética en los tejidos relacionados con la abscision de frutos en
dos genotipos de V. planifolia con comportamiento contrastantes frente a la caida prematura de fruto,
donde CH | muestra un bajo porcentaje de caida, mientras que CH VI presenta el mayor porcentaje de
caida. Por tal motivo, este trabajo se concentrd en el estudio del proteoma expresado de manera
diferencial durante el proceso de abscisidn, relacionado con la respuesta a etileno, auxinas y la
degradacion de pared celular en la zona de abscision.

2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Vanilla planifolia

2.1.1. Género Vanilla

El género Vanilla Plumier ex Miller, con 110 especies aproximadamente, pertenece a la Subfamilia
Vanilloideae de la Familia Orchidaceae (Cameron et al., 1999, Lubinsky et al., 2008). Este género
presenta una distribucidn pantropical, sus caracteres diagndsticos son: plantas hemiepifitas con
crecimiento monopodial vinico; raices propias de cada internodo, frutos carnosos y semillas sin alas
con una cubierta de la semilla dura. Pueden ser frondosas o no tener hojas. En el primer caso, las hojas
son coridceas-carnosas. Las inflorescencias estdn formadas sobre un eje especializado. Labios con o sin
callo penicilado. La columna estd unida al labio generalmente mds de la mitad de su longitud (Soto &
Cribb, 2010).

A pesar de la diversidad de especies encontrada dentro de este género, se cultivan solamente tres para

alta produccién comercial; Vanilla planifolia Andrews o Vanilla fragans Salisburi, Vanilla pompona
Schiede y Vanilla tahitensis Moore (Castro, 2008).
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2.1.2. Vanilla planifolia G. Jacks., ex Andrews, generalidades

Particularmente, Vanilla planifolia es una orquidea herbacea, perenne, hemiepifita y enredadera que
trepa a los dpices superiores de los arboles, llamados tutores o soportes, hasta una altura de
aproximadamente 10 m de largo (Fig. 1, A) (Lejerazo, 1992; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010).

El tallo o bejuco, es carnoso, simple o ramificado, cilindrico, liso, monopodial, con un didmetrode 1a 2
cm, largo, flexible, fragil, suculento de color verde oscuro y fotosintético con presencia de estomas
(Vivar, 2004; Baltazar, 2010; Soto & Dressler, 2010). Estd formado por entrenudos de 8-11 cm de
longitud, donde se desarrollan dos tipos de raices; primarias o subterrdneas, las cuales nacen de los
nudos introducidos en la tierra y se localizan entre 5 y 10 cm de profundidad dentro de la materia
organica del suelo en un radio de hasta 1.20 m alrededor del tallo principal; son pubescentes de 1.4-1.6
mm de ancho. Las secundarias o aéreas, de 2.5 a 3.0 mm de grosor, son blanquecinas, brotan de los
nudos de la parte aérea de los tallos de manera opuesta a las hojas y con éstas la planta se adhiere a
los arboles tutores (Vivar, 2004; Castro, 2008; Soto & Dressler, 2010).

Las hojas son alternas, largas, planas, largas (9.5- 23 cm de largo y 3.5-7.6 cm de ancho; 1.3- 2.4 mm de
grosor), suculentas, subsésiles, oblongas- elipticas a lanceoladas; las puntas son agudas a acuminadas
y la base redondeada, provistas de un peciolo corto, grueso y canalizado (Fig. 1, A; Fig. 2). Presentan
numerosas venas, paralelas, indistintas y las nervaduras comienzan en el peciolo para terminar en
punta, contiene un jugo viscoso, que al igual que el tallo, es caustivo. Su superficie es lustrosa y
cutinizada en el haz. Generalmente estan dirigidas hacia abajo, excepto las de la punta del bejuco
(Arditti et al., 2009; Baltazar, 2010; Soto & Dressler, 2010).

Las inflorescencias son racimos axilares simples, también conocidos como macetas, de mas de 26.5 cm
de longitud. Cada planta produce de 10-20 racimos y éstos a su vez, soportan de 7- 18(-70) botones
florales, los cuales abren de uno a dos simultdneamente y de manera ascendente, es decir, primero los
de la base y después hacia la parte apical (Vivar, 2004; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010). La
maduracion de los botones es de manera secuencial, esto consiste en que las flores abren de una o dos
en las primeras horas de la mafiana y sélo perduran hasta medio dia; al siguiente dia abren nuevas
flores (Fig. 1, B; Fig. 2) (Vivar, 2004; Castro, 2008).

Las flores de la vainilla son hermafroditas, efimeras, largas, ligeramente fragantes, de color blanco con
tonalidades ligeras de amarillo-verdoso y miden aproximadamente 5 cm. Florecen de manera sucesiva,
(1 o 2 abiertas al mismo tiempo). Esta especie florece generalmente por primera vez a los tres afios de
plantada y después anualmente durante un periodo aproximado de dos meses (Lejerazo, 1992). Las
flores estan compuestas de tres sépalos, tres pétalos y un dérgano central llamado columna o
ginostemo (Soto, 1999; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010).
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Los sépalos son de elipticos a oblanceolados, con apices subagudos, subcaliptrados; caniculado y
semicuniformes en la base. El sépalo dorsal es estrecho (55-60 por 10-2 mm), ligeramente céncavo,
redondeado, y presenta 9 venas; mientras que los sépalos laterales de 54-60 por 12-13.5 mm y de 10
venas, son planos generalmente, con margenes ligeramente involutos. Los pétalos (13 venas, 55-58.5
por 10-11 mm) presentan una forma oblanceolada y algo arqueada; el apice ligeramente reflexo,
obtuso-redondeado, oblicuo, con muescas, base cdncava y caniculada; en la superficie abaxial presenta
una quilla plana, muy conspicua y axialmente elevada terminada en cilindro (2 mm). Uno de los
pétalos estda modificado y se le denomina labelo, mide aproximadamente 1.5 cm de ancho), tiene
forma de trompeta, muy concavo (para ser cymbiforme), ligeramente sigmoide, con margenes muy
ondulados y 36 venas ramificadas en el tercio distal. (Soto, 1999; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler,
2010).

La columna o ginostemo (3 cm de largo) (Fig. 1, C; Fig. 2), es una estructura muy delgada y alargada
donde se fusionan los drganos sexuales (estambres y pistilos); dichos drganos estdn separados por una
membrana llamada rostelo, la cual dificulta o impide la autopolinizacién (Fig. 1, D; Fig. 2). El ovario (57
por 4 mm) es cilindrico, suave; arqueado y blanco en la base, pero recto y verde en la parte superior y
presenta nectarios extraflorales (Soto, 1999; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010).

En el sentido botdnico, los frutos no son vainas sino capsulas casi cilindricas, miden 15- 25 cm y 8.5 mm
de ancho, silicuiformes, tricarpelares, largas, carnosas, suculentas, ligeramente triangulares y
dehiscentes de seccion transversal (Fig. 1, D) (Vivar, 2004; Baltazar, 2010; Soto & Dressler, 2010). En su
interior contiene varios miles de pequefias semillas (0.24 a 0.33 mm) negras y subglobosas (Fig. 2). La
testa es sdlida de olor suave y balsamico sabor ocre y aromatico (Baltazar, 2010). En la naturaleza no se
presenta germinacién de semillas de vainilla, debido al endurecimiento de la testa y la secrecidon de
aceites que inhiben la germinacion (Castro, 2008; Parra, 1987).

2.1.3. Distribucidn de Vanilla planifolia

En México, se han localizado individuos silvestres de Vanilla planifolia en Oaxaca, Yucatan, Quintana
Roo, Tabasco y zonas limitrofes de Veracruz, Chiapas y San Luis Potosi. (Soto, 1999; Soto & Dressler,
2010). De la produccién nacional de vainilla, el 90% es producido en la regién de Totonacapan, la cual
comprende nueve municipios veracruzanos y tres poblanos; el resto se produce en Hidalgo, Oaxaca,
Tabasco y Quintana Roo (Morales et al., 2001).

2.1.4. Habitat y ecologia de Vanilla planifolia

Vanilla planifolia crece en bosques tropicales; es raramente encontrada en forma silvestre en selvas
perennifolias sobre terrenos carsticos muy accidentados desde el nivel del mar y hasta 750 m de altitud
y con precipitaciones mayores a 2500 mm. A pesar de las altas precipitaciones, las selvas de cimas
donde se encuentra la vainilla, son achaparradas, muy ventiladas y edaficamente secas (Soto, 1999).
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La vegetacion dominante en estas cimas incluye las especies Bernoullia flammea (Oliver.),
Pseudobombax ellipticum (Kunth) (Dugand.), Dendropanax arboreus (L.) Decne & Planch., Bursera
simaruba (L.) Sarg., Gaussia gomezpompae (H. Quero.), Cedrela mexicana (Roem.), Robinsonella sp.,
Ficus tecolutensis (Liebm.), Dracaena americana (Donn.), Trichospermum mexicanum (DC.) K. Schum.,
Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore & Stearn., Dioon spinulosum (Dyer & Eichler) y Chamaedorea
metallica (O.F. Cook ex H. E. Moore). Se ha encontrado en selvas Liquidambar, Clethra, Podocarpus y
Quercus aunque con crecimiento menos vigoroso (Soto, 1999).

2.1.5. Importancia de Vanilla planifolia

La importancia de Vanilla planifolia incluye los aspectos econdmico, cultural, social y ecolégico. En
primer lugar, econdmico, al ser la vainilla la segunda especia mas cara del mundo después del azafran
(Osorio, 2012; Azofeifa et al., 2014).

La parte de la vainilla que principalmente tiene usos comerciales es el fruto, el cual requiere pasar por
el proceso de beneficiado, el cual consiste en un constante “sudado” y secado de los frutos mediante el
calor del sol, lo cual propicia una reaccién enzimatica y una ligera fermentacién, que permite la
eliminacion del 80% y la obtencidn del principal compuesto activo, la vainillina de la humedad
mediante la exposicién al sol u horneado (Morales et al., 2001; Osorio, 2012).

Este condimento es utilizado por la industria alimentaria y cosmética para dar sabor y perfume en la
preparacion de helados, confiteria, bebidas, licores, panificacidn, reposteria, derivados lacteos, cremas,
perfumes, jabones, cigarros y otros productos de cuidado personal. Con el fruto beneficiado también
se realizan artesanias como, aretes, pulseras, collares, rosarios y otras figuras (Lejerazo, 1992; Morales
etal., 2001, Osorio, 2012).

También es utilizada por la industria farmaceutica para la sintesis de farmacos tales como Aldomet
(antihipertensivo), L-DOPA y trimetaprim. La vainillina posee propiedades bacteriostaticos mientras
que las hidrazonas de vainillina tienen accién herbicida. Un uso potencial de la vainillina es como
agente madurador en la cafia de azlucar ademas de ser un potente agente antioxidante en alimentos
complejos que contienen acidos grasos poli-insaturados. Otros usos incluyen la prevencion de espuma
en aceites lubricantes, atrayente en insecticidas y como agente solubilizante para la riboflavina
(Lejerazo, 1992).

Los usos de este condimento se remontan a la época prehispanica, ya que, esta especie que tiene
como origen Mesoamérica (Rodolphe et al., 2011), fue utilizada por los totonacas como pago de
tributo a los aztecas, quienes la usaban a su vez, para dar sabor y perfume al chocolate (Correll, 1953).

Cémo lo demuestran los registros de Fray Bernardino de Sahagun y de Fray Diego Duran, los usos de la
vainilla fueron conocidos por los espafioles a su llegada a América, (Correll, 1953). Sin embargo, no fue
hasta mediados del siglo XIX cuando comenzaron las exportaciones de la vainilla a Europa (Castro,
2008).
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Durante mucho tiempo la exportacién de vainilla constituyd una fuente de divisas importante para
Meéxico, siendo Papantla, Veracruz, la region vainillera mas importante del pais. No obstante debido a
varios problemas meteorolégicos y sociales su produccion casi desaparecio (Castillo & Engleman, 1993;
Soto, 2006). Actualmente, el mayor productor de vainilla es Madagascar, con un porcentaje de
produccion mundial del 58%, mientras que México produce sélo el 3%. Esto se logrd a partir de que la
los franceses trasladaron la vainilla a la Isla de Madagascar y después de que lograron polinizar la
planta, éstaisla se convirtié en su principal exportadora (Castro, 2008).

Son diversas las razones por las cuales los rendimientos promedios de vainilla en México son bajos.
Entre ellas esta la introduccion al mercado del saborizante artificial que es mas barato; el
descubrimiento de campos petroleros en el norte de Veracruz justo en los vainillales (Soto, 2006) y, a
que los productores artesanales desconocen la tecnologia de produccién y ademds carecen de recursos
econdémicos suficientes (Hernandez, 2011). Esto, referente al aspecto socio- econdmico, y por otro
lado, estd la abscisiéon prematura del fruto que ha sido un problema de produccién en los ultimos
afios.

La caida prematura del fruto de Vanilla planifolia ha provocado una disminucion en la produccion de
vainilla mexicana un 90% aproximadamente, lo que a su vez ha generado pérdidas econémicas en
todos los eslabones que integran el sistema producto vainilla a nivel nacional. Segun el SIACON
(Sistema de Informacion Agropecuaria de Consulta) y la SAGARPA (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion), en 2005 la superficie nacional cultivada con esta
planta fue de 1,106.75 ha, con una produccién de 189 ton de vainilla verde, de las cuales se obtuvieron
aproximadamente 30 t de vainilla beneficiada. En contraste, de acuerdo al volumen acopiado en la
cosecha del afio 2010/11, se estima que la produccién de vainilla verde fue menor de 20 ton, de los
cuales se obtuvieron menos de 5 ton de vainilla beneficiada, debido principalmente al incremento en
los eventos de abscision de frutos inmaduros y al abandono de los vainillales (Hernandez, 2011; De
Giorgio, 2012).

La importancia ecoldgica de esta especie radica en la posibilidad de ser establecida en bosques y zonas
de reserva forestal, contribuyendo asi a la conservacidn y valorizacién de éstos y otros recursos
naturales (Osorio, 2012). Por otro lado, es importante la relacion entre la vainilla y sus polinizadores
respectivos, ya que presenta fendmenos ecolégicos, conductuales, de co-evolucién y a través de ellos
se pueden entender relaciones filogenéticas relacionadas con el éxito evolutivo de las especies
involucradas (Gigant et al., 2011; Azofeifa et al., 2014).

Desde el punto de vista social, el cultivo de la vainilla es una alternativa de agricultura sustentable
debido a que no requiere de grandes extensiones de terreno para obtener altos ingresos econdmicos
empleando mano de obra familiar). Ademas, la cadena de producciéon de la vainilla incluye la
comercializacién del fruto verde y el beneficiado, esto proporciona valor agregado a la cadena de
produccién, disminuyendo el papel de los intermediarios agricolas e incrementando los beneficios
directos para los pequenos productores (Cruz, 2004; Azofeifa et al., 2014).
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Figura 1. Vanilla planifolia. A. Planta, B. Inflorescencia, Raquis y fruto polinizado.
C. Flor, D. Corte longitudinal de flor, E. Fruto
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Figura 2. Vanilla planifolia. Modificada de Koéhler, 1887 y Arditti, 2009
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2.2. Quimiotipos y genotipos en Vanilla planifolia

En plantas medicinales y en plantas aromaticas, como es el caso de Vanilla planifolia, se han detectado
subpoblaciones en una misma especie o poblacién con variaciones en la composicion y concentracion
tipica de los principales metabolitos secundarios que determinan la calidad fitoquimica de sus
individuos (Salazar-Rojas et al., 2011).

Estas subpoblaciones son denominadas polimorfismos quimicos o quimiotipos; los cuales son definidos
como adaptaciones fitoquimicas locales que son genéticamente controladas y estdn relacionadas con
la interaccion de las especies con su habitat (Salazar-Rojas et al., 2011).

El aroma caracteristico de la vainilla es resultado de una serie de reacciones bioquimicas a partir de
compuestos glucdsidos contenidos en la vaina verde, estos glucdsidos son precursores de los
compuestos volatiles (Ranadive, 1992; Dignum et al., 2004). De los cinco precursores que se han
encontrado, el mas importante es la glucovainillina, ya que, a partir de él y mediante una reaccion de
hidrdlisis enzimatica catalizada por una B- glucosidasa, se produce un aldehido fendlico denominado
vainillina (Havkin-Frenkel et al., 2004).

La vainillina es el compuesto mas abundante de los mas de 170 presentes en la vaina de la vainilla.
Entre estos compuestos se encuentran acidos, éteres, alcoholes, heterociclicos, ésteres y compuestos
fendlicos y carbonilicos (Klimes & Lamparasky, 1976; Shamina, 2008; Salazar-Rojas et al., 2011;
Herrera-Cabrera et al., 2012).

La concentracién de los aldehidos vainillina (4-hidroxy-3-metoxibenzaldehido) y p- hidroxibenzaldehido
y sus respectivos acidos, el acido vainillico (dcido 4-hidroxy-3-metoxibenzaldehido) y el acido p-
hidroxibenzaldehido, en vainas beneficiadas es utilizada cémo indicador de calidad aromatica para
propdsitos comerciales (Ranadive, 1992; Odoux, 2003; Pérez-Silva et al., 2006; Herrera-Cabrera et al.,
2012).

Salazar-Rojas y col., en el 2011, estudiaron el polimorfismo quimico de los cuatro fenoles principales
antes mencionados presentes en el fruto de Vanilla planifolia. Basados en la concentracién de dichos
fitoquimicos, los autores distinguieron seis quimiotipos diferentes, algunos con caracteristicas
aromaticas silvestres (baja participacién de vainillina), relacionados con el material menos cultivado en
la region y quimiotipos domesticados con alta participacion de vainillina. Los resultados muestran que
la diversificacidn de los quimiotipos de V. planifolia no esta relacionada con la variacion ambiental.

El Quimiotipo | esta caracterizado por tener la mayor concentracién de acido p-hidroxibenzdico, alta
concentracion de p-hidroxibenzaldehido y acido vainillico, con baja concentracién de vainillina y aroma
dulce con notas florales. Este Quimiotipo se distribuye en zonas con precipitaciones fluviales anuales
de 1,751 mm y climas humedos y calientes de temperatura anual de 22 °C-; 18°C en el mes mas frio del
afio (Salazar-Rojas et al., 2011).

19




En cambio, el Quimiotipo Il presenta contenido medio de acido p-hidroxibenzdico, alta concentracién
de acido vanillico y p-hidroxibenzaldehido y el mas alto contenido de vainillina de todos los
Quimiotipos, lo que le da predominancia en el aroma. Dicho Quimiotipo se encuentra en zonas con
clima caliente y humedo, con temperaturas entre 22°C y 18°C (el mes mas frio) y precipitaciones
fluviales anuales de 1,351 mm (Salazar-Rojas et al., 2011).

Respecto a la composicién del Quimiotipo lll, contiene una concentracion de media a alta de acido p-
hidroxibenzodico, alta de acido vainillico y vainillina, media a baja de p-hidroxibenzaldehido; en su
aroma, predominan ligeramente notas de vainillina. Estd distribuido en zonas con climas himedos,
calientes y tibios, de temperaturas mayores a 18°C hasta en el mes mas frio y precipitaciones fluviales
entre 1,351y 1,751 mm al afio. El Quimiotipo IV se caracteriza por su contenido medio-bajo de acido p-
hidroxibenzdico, concentracién baja de acido vainillico, media a alta de p-hidroxibenzaldehido y media-
baja de vainillina. En este aroma hay una participacion media a alta de compuestos menores dandole
notas sutiles de canela. Se distribuye en las zonas de clima caliente y humedo con temperaturas
mayores a 22°C y en el mes mas frio por arriba de los 18°C; con un promedio de precipitacién fluvial
anual de 1,000 a 2,751 mm (Salazar-Rojas et al., 2011).

En el Quimiotipo V se encontrd una concentracién de media a alta de acido p-hidroxibenzdico, una
proporcion similar de acido vainillico y p-hidroxibenzaldehido y una concentraciéon de media a baja de
vainillina. Se perciben dulces notas a chocolate en el aroma debido a la alta participacién de
compuestos menores. La distribucion de este Quimiotipo esta en las zonas humedas de calientes a
tibias de 18 °C o por debajo en el mes mas frio y con promedio de precipitaciones fluviales anuales
entre 1,351y 3,501 mm. Por su parte, el Quimiotipo VI se distingue por su bajo contenido de acido p-
hidroxibenzodico y contenido variable de vainillina (de bajo a alto), predominando asi notas intensas de
vainillina en el aroma. Estd distribuido en zonas calientes y himedas con una temperatura promedio
arriba de los 18°C y menor a los 18°C en el mes mas frio. El rango de precipitacidén fluvial anual es
amplio para este Quimiotipo, de 1,000 a 4,000 mm (Cuadro 1) (Salazar-Rojas et al., 2011).

Los Quimiotipos IV y VI tienen importancia comercial, mientras que el Quimiotipo V es genéticamente
relevante. El Quimiotipo | presenta una importancia bioldgica y los Quimiotipos Il y Il son
comercialmente significativos (Salazar, 2011).

Cuadro 1. Principales componentes aromaticos de los quimiotipos de V. planifolia en la region Totonacapan, Puebla-
Veracruz y localidades complementarias. Cl: Aacido p-hidroxibenzéico, C2: 4acido vainillico, C3: p-

hidroxibenzaldehido, C4: vainillina (Salazar-Rojas et al., 2011)

Quimiotipos Cl c2 C3 C4 SMC/C4 (%)
(ppm)

V. planifolia CH 1 127 794 703 12,684 13

V. planifolia CH 11 86 716 733 18,657

V. planifolia CH 111 85-100 782-861 344-498 16,727-17,004

V. planifolia CH IV 66-90 391-580 497-600 10,407-14,344 9

V. planifolia CH V 84-112 528-565 413-675 11,056-12,998 10

V. planifolia CH VI 58-81 411-755 219-497 10,698-17599 7
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La existencia de estos seis grupos fitoquimicos para el germoplasma de V. planifolia fueron
confirmados como grupos genéticos (genotipos) mediante el andlisis de microsatélites. La utilizacion
de loci microsatélites permitié identificar variacion a nivel infraespecifico en V. planifolia, de los
cuales 13 loci resultaron polimérficos para los quimiotipos de V. planifolia, y definieron cinco genotipos
cultivados en la regién Totonacapan (Fig. 3). Estos datos indican que en el posible centro de origen de
vainilla, existe una variacidon genética y fitoquimica del germoplasma en dicha especie, generado por
un proceso de domesticacion (Salazar, 2011).
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Figura 3. Dendrograma de colectas de Vanilla planifolia J. en la region Totonacapan, Puebla-Veracruz, México,
con base en el promedio de 13 loci microsatélites y agrupamiento por distancias de similitud
(Salazar, 2011; Herrera-Cabrera et al., 2012)

2.3. El proceso de abscision

La abscision es el proceso de la degradacién de la pared celular y separacidn tisular mediante el cual las
plantas pierden sus hojas senescentes, 6rganos florales y frutos o semillas maduras. Esta separacion se
produce dentro de un tejido especifico denominado zona de abscision (ZA), conformado por varias
capas pequeiias de células densamente citoplasmaticas ubicadas en la union del érgano y el cuerpo
principal de la planta (Fig. 4) (Van Doorn & Stead, 1997; Roberts et al., 2000; Patterson, 2001; Lewis et
al., 2006).

A nivel celular, la abscisién consiste en la hidrélisis de la [dmina media y las paredes de las células que
constituyen la ZA, por ello, este proceso esta relacionado con el incremento en la actividad de enzimas
(glucanasas, celulasas, poligalacturonasas, expansinas) que hidrolizan los polisacaridos estructurales.
El etileno induce significativamente la expresion de estas enzimas en la ZA. Se ha sugerido la
posibilidad de que otras familias de enzimas participan en la degradacidon de la ldmina media y la pared
celular durante el proceso, como las xiloglucano, las endotransglicosilasas, las pectin metilesterasas o
las pectato liasas (Merelo, 2011).
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A.DIFERENCIACION B.COMPETENCIA C. ACTIVACION D.TRANSDIFERENCIACION
DE LA ZONA PARA LA RESPUESTA DELA POST-ABSCISION
DE ABSCICION A LAS SERALES DE ABSCISION
ABSCISION
Organo por Organo por
abscindir abscindir
TR > — i
A B Cc D
{
Tejidos Cuerpo principal Cuerpo principal Cuerpo principal

indiferenciados de la planta de la planta M de la planta

Figura 4. Modelo de abscision. Modificada de Patterson, 2001

El proceso de abscision esta regulado hormonalmente debido a que la presencia de altas
concentraciones de auxinas en el receptaculo al inicio de la floracion y de la fructificacion, estd
relacionada con el retardo de la abscision. La sintesis de auxinas establece un gradiente de
concentracioén, lo cual impide el desarrollo de la zona de abscisién, al mantener las células de la regién
en un estado no receptivo para que esta se forme (Figura 5). Las llamadas proteinas PIN es la familia
de proteinas encargadas del trasporte y exportacion de IAA (acido indolacético) o auxinas y promueven
el cambio de gradiente de concentracion de estas dentro de la célula (Van Doorn & Stead, 1997; Taiz &
Zeiger, 2006).

Fase de maduraciéon Fase de la induccion de la abscision
del fruto

AUXINAS

Las auxinas previenen la
produccion de enzimas digestivas
de la zona de abcision

El etileno reduce el
transporte de auxina y
promueve la maduracién

R s aficannnis y la abscision del fruto

Figura 5. Proceso de abscision del fruto
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Ademas de las auxinas, otros actores contribuyen a impedir la abscision, por ejemplo, luz, nutricion
adecuada y citoquininas. Una disminucion o alteracion de este gradiente, ya sea por factores naturales
(senescencia de la hoja) o provocado (dafios por insectos, dafios mecanicos, estrés luminico, térmico o
hidrico) estimula la sintesis de etileno, el cual sensibiliza las células para formar la capa de abscisién
(Van Doorn & Stead, 1997; Herrera et al., 2006).

La biosintesis de etileno inicia con la metionina, molécula que se une a la adenosina conformando la S-
adenosilmetionina (AdoMet). El paso siguiente es la conversion de este intermediario en ACC (acido 1-
aminociclopropano-1- carboxilico). De esta conversidon se libera 5 metil-tio-adenosina que puede
disociarse en adenina y ribosa (metil-tio-ribosa) pasando por varias reacciones para constituir
nuevamente metionina y asi continuar el ciclo. Las tres reacciones principales estan sintetizadas por las
enzimas: AdoMet sintetasa (sintesis de AdoMet); la ACC sintasa (sintesis de ACC) y la ACC oxidasa
(sintesis de etileno) (Fig. 6) (Jordan & Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006).
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Figura 6. Biosintesis del etileno y ciclo de Yang Figura 7. Modelo para la transduccion
(Jordan & Casaretto, 2006) de seiiales del etileno

(Barrera-Ortiz et. al., 2012)
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Las proteinas involucradas en el reconocimiento del etileno son los receptores ETR(1y 2), ERS(1y 2)y
EIN4; mientras que el segundo mensajero CTR1, el receptor intracelular EIN2, los factores de
transcripcion EIL(1,2 y 3), EIN3, ERF(1), el regulador transcripcional EDF y el transportador de Cobre
RAN1 componen la ruta sefializacion del etileno (Fig. 7). (Kushad et al., 1985; Raven et al., 1992; Jordan
& Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006; Lin et al., 2009; Barrera-Ortiz et. al., 2012; Ju & Chang, 2012;
NCBI, 2015).

2.4. Proteinas

Las proteinas son cadenas polipeptidicas constituidas por un gran nimero de residuos de aminoacidos
unidos entre si covalentemente por enlaces amidas también conocidos como enlaces peptidicos.
Existen 20 aminoacidos L-a utilizados para la formacion de proteinas; los aminoacidos contienen un
grupo amino (basico) y un grupo carboxilo (dcido), esta disposicion permite que los aminoacidos se
unan formando las cadenas peptidicas; en enlace se da entre el grupo amino de un aminodcido (-NH,)
y el carboxilo (-COOH) de otro y sus caracteristicas quimicas estan dadas por las cadenas laterales que
los componen (Zhang, 2002; Freeman, 2009).

Las proteinas mantienen una conformacion dependiendo de las interacciones entre los aminoacidos
gue las componen; a esta conformacién natural que es mas estable in situ, se le llama “nativo”; este
estado puede ser interrumpido por factores tales como la temperatura, el pH, hidrélisis, la presencia
de las superficies hidrofobas y de iones metalicos entre otros. La pérdida de la estructura secundaria,
terciaria o cuaternaria debido a la exposicién a un factor de estrés se llama desnaturalizacion
(Gonzalez- Andrade et al., 2005; Benitez et al., 2008).

Las proteinas ejecutan la mayor parte de las funciones vitales de las células como el reconocimiento
molecular, proteccién, almacenamiento, senalizacién, el transporte de moléculas, la funcién
estructural, la catalisis de las reacciones quimicas, inclusive la regulacién de la expresidn de los genes
esta determinada por proteinas que interactian con el ADN (Gonzdalez- Andrade et al., 2005; Lodish et
al., 2005).

2.4.1. Degradacion de las proteinas mediante el Sistema Ubiquitin-proteosoma (UPS)

La degradacion de proteinas a través del UPS es un proceso complejo y estrictamente regulado que
degrada numerosas proteinas intracelulares. La célula marca a las proteinas a degradar de manera
altamente especifica, mediante la fijacién de una “etiqueta” de proteinas llamada ubiquitina. Este
proceso implica una serie de etapas sucesivas (Reinstein, 2006; Rocha-Sosa, 2013).
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2.4.1.1. Cascada de Ubiquitinacion

El primer paso es la conjugacidon de varias moléculas de ubiquitina, catalizada por tres enzimas que
actuan en conjunto: E1 (enzima de activacién de ubiquitina), E2 (enzima de conjugacion de ubiquitina)
y E3 (ubiquitin-proteina ligasa especifica al sustrato) (Fig. 8). Esta cascada de conjugacion de Ub puede
entonces repetirse multiples veces hasta formar una cadena de poli-Ub (Reinstein, 2006; Rocha-Sosa,

2013).
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Figura 8. Cascada de Ubiquitinacion (Rocha-Sosa, 2013). La Ub es unida al grupo -NH2 de una lisina interna de
las proteina blanco en una cascada de conjugacién.1). La Ub es activada por E1 en una reaccién dependiente de ATP. 2) Una
cisteina catalitica en E1 es usada para formar un intermediado Ub-S-E1 con un enlace tioéster de alta energia entre la
cisteina y el grupo carboxilo de la glicina del C-terminal de la Ub. Mediante una reaccion de trans-esterificcion, el complejo
Ub-S-E1 transfiere la Ub a la cisteina del sitio activo de E2. Finalmente, E2-S-Ub transfiere la Ub a la proteina sustrato (S) en

una reaccion facilitada por E3.

Existen tres clases principales de unién E3s: RING (Really Interesting New Gen), HECT (Homology to E6-
Associated Carboxyl-Terminus) y la de tipo caja U (Figura 18b.). Ademds de sus caracteristicas
estructurales estas E3 se diferencian por el mecanismo de transferencia de Ub al sustrato (Rocha-Sosa,

2013).

RING

Figura 9. Diferentes formas de transferencia de Ub al sustrato. A. Tipo RING y tipo caja U. Sirven sélo como puentes para
la transferencia de la Ub de E2 a proteina sustrato. B. Tipo HECT. Primero reciben a la Ub de E2 y posteriormente la transfieren a la

proteina sustrato (Rocha-Sosa, 2013).
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Un tipo de E3 clase RING lo conforman las llamadas multiméricas o también ligasas Culina-RING (CRLs
por su nombre en inglés: Cullin-RING ligases). Estas reciben este Gltimo nombre porque ademds de una
proteina con dominio RING, poseen alguna de las diferentes culinas descritas. La culina es una especie
de andamio que permite el ensamblaje del complejo E3 (Rocha-Sosa, 2013).

Existen distintos complejos CRLs formados, por al menos una proteina con el dominio RING, una culina
y por una proteina adaptadora capaz de dar especificidad al complejo por un sustrato particular. El
complejo BTB, antes mencionado, esta formado por culina 3, una proteina adaptadora del tipo
BTB/POZ y Rbx1 (Christians et al., 2009; Rocha-Sosa, 2013).

Otro complejo CRL unido a E3 e involucrado con el UPS-Proteosoma 26S, es el denominado SCF y estd
constituido por cuatro proteinas: SKP1 (ASK1 en Arabidopsis), culina 1, una proteina con caja F y Rbx1
(la proteina con el dominio RING). La proteina con caja F es la adaptadora y por lo tanto, la responsable
de reclutar a la proteina que serd ubiquitinada. La funcion de la proteina SKP1 es de servir de puente
entre culina 1y la proteina con caja F (Rocha-Sosa, 2013).

2.4.1.2. Degradacion del producto (proteina)

En seguida de la cascada de ubiquitinacién, ocurre la degradacién del sustrato marcado mediante el
complejo proteosoma 26S, que reconoce Unicamente las proteinas conjugadas con la ubiquitina, y las
desintegra en pequeios péptidos liberando la ubiquitina que posteriormente puede reutilizarse. Para
desdoblar y transportar a la proteina que serd degradada se requiere energia proporcionada por el ATP
(Adenosin trifosfato). Los péptidos derivados de este paso se degradan aun mdas en aminoacidos
individuales por accion de proteasas citosdlicas (Fig. 10).

Proteosoma 26S

) |
— e, J
{

]

P

Figura 10. Degradacion de la proteina en el proteosoma 26S.
Modificada de Reinstein 2006.




El proteasoma 26S es un enorme complejo que se localiza en el nucleo vy el citoplasma de todas las
células eucariontes y su estructura (Fig. 11) se encuentra altamente conservada entre estos. El
proteasoma 26S esta compuesto por dos subcomplejos: una particula central 20S (CP) en donde se
lleva a cabo la protedlisis, y una particula reguladora 19S (RP) que prepara al sustrato para ser
internado y degradado en la CP. La CP es una estructura con forma de barril compuesta por cuatro
anillos heptaméricos apilados que forman una camara proteolitica.

26S=< 20S

Figura 11. Estructura del Proteosoma 26S (Rocha-Sosa, 2013). El proteasoma 26S estd formado por 2 subunidades
19S y una 20S. La subunidad 19S a su vez estd formada por una base y una tapa. La subunidad 20S esta formada por 4
anillos, los a (al-a7) y los internos 7. Las proteinas a degradar primero son desubiquitinadas y desdobladas por la
subunidad 19S para posteriormente llegar a la cavidad central formada por los cuatro anillos de la subunidad 20S en donde
son degradadas.

2.5. Transcriptoma y Proteoma

El producto inicial de la expresion del genoma se denomina transcriptoma vy se refiere al conjunto de
moléculas ARNm derivadas de los genes que codifican proteinas, cuya informacién bioldgica es
requerida por la célula en un determinado momento. El segundo producto de la expresion del genoma
es el proteoma y se define como el conjunto de proteinas presentes en una célula, tejido u érgano, en
un estado de diferenciacion, desarrollo y condiciones intra y extracelulares determinados que
especifica el caracter de las reacciones bioquimicas que la célula puede llevar a cabo. A diferencia del
genoma, el proteoma de un organismo es dindmico, con cambios espacio-temporales a lo largo de su
ciclo vital. Las proteinas que forman el proteoma son sintetizadas por traduccidon de las moléculas
individuales de ARN presentes en el transcriptoma (Mojica et al., 2003; Brown, 2008; Pando & Ferreira,
2015).
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2.6. Protedmica

Al estudio de los proteomas se denomina protedmica y es el conjunto de técnicas o tecnologias
encaminadas a la obtencidn de informacién funcional de las proteinas, a través de la separacion,
identificacidn, caracterizacién y analisis proteico a gran escala para la caracterizacion del proteoma
celular. Ademas define niveles celulares, funciones, interrelaciones y caminos metabdlicos de las
proteinas e investiga complejos de proteinas (Mojica et al., 2003; Camacho et al., 2010).

La protedmica puede dividirse en dos ramas, la protedmica funcional, que se encarga del estudio de la
funcion de proteinas dentro de sistemas bioldgicos (relaciona cambios de expresion con una funcion
determinada) y la regulacién de su expresion, incluyendo las interacciones proteina-proteina,
proteinas-ADN, proteinas-ARN y las modificaciones post-traduccionales (Pando & Ferreira, 2015).

La segunda rama es la protedmica de expresién, que tiene como objetivo la descripcién del proteoma
total de un tejido, fluido, tipo celular u organelo y las mediciones cuantitativas de los niveles de
expresién proteinica y las diferencias en el contenido proteico celular entre dos situaciones distintas.
En un primer paso se separan las proteinas de un extracto complejo y luego se identifican las proteinas
individuales con el objeto de determinar la “firma protedmica” o conjunto de proteinas cuya alteracién
de su expresidn es caracteristica de la respuesta a una condicion definida o cambio genético. Esta firma
protedmica se puede determinar por presencia/ ausencia de “spots” en los geles electroforéticos
(Pando & Ferreira, 2015).

2.7. Electroforesis como técnica de separacion de proteinas

La electroforesis es la migracién de solutos idnicos bajo la influencia de un campo eléctrico, donde las
particulas migran hacia el catodo o dnodo (electrodos - y +), en dependencia de una combinaciéon de su
carga, peso molecular y estructura tridimensional. Los métodos electroforéticos sirven como método
de separacidon de mezclas complejas de proteinas y otras biomoléculas para determinar parametros
como peso molecular, punto isoeléctrico y nimero de cadenas polipeptidicas de las proteinas (Garcia,
2000; Yabar, 2003).

2.7.1. Electroforesis de una dimensién (1D)

La velocidad de migracion electroforética de una molécula depende de la densidad de carga de la
molécula (relacion carga / peso), del voltaje aplicado y de la porosidad del gel de electroforesis. Las
biomacromoléculas poseen determinada carga eléctrica con grupos anidnicos y catidnicos capaces de
disociarse. La carga neta de la particula estd dada por el pH del medio y puede ser modificada por la
interaccidon con pequefias moléculas de iones u otras macromoléculas, asi el pH influye sobre la
velocidad de migracion de éstas (Garcia, 2000; Platenik, 2009).
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2.7.2. Electroforesis de dos dimensiones (2D)

Se le denomina electroforesis de dos dimensiones cuando, en una primera direccidn, las proteinas se
separan por isoelectroenfoque y posteriormente se resuelven en una segunda dimension,
perpendicular a la primera, segln su masa molecular. Este procedimiento electroforético
bidimensional permite separar en un Unico gel diversas proteinas, que pueden ser detectadas con
reactivos de coloracion por fluorescencia o radiomarcaje (Garcia, 2000; Bafid et al., 2007; Platenik,
2009).

Cada proteina posee un pH isoeléctrico caracteristico donde su carga neta es 0 y deja de desplazarse
en el campo eléctrico; por debajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra hacia el
catodo, y por encima del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y migra hacia el dnodo, esta
separacion se realiza por medio del isoelectroenfoque (IEF). El IEF se basa en la caracteristicas de los
aminoacidos como moléculas amfotéricas (cargas positivas y negativas). Las proteinas son separadas
en un gradiente de pH y una diferencia potencial eléctrico (el dnodo (+), es acido y el cadtodo (-), es
alcalino) hasta alcanzar una posicién en la que su carga neta es cero (forma zwiterion), lo que define su
punto isoeléctrico (Abel, 2008; Santos, 2008; Platenik, 2009).

La primera dimensidn de la electroforesis de dos dimensiones consta de cuatro etapas, la rehidratacién
de la muestra, el isoelectroenfoque (IEF), el equilibrio de las tiras y la SDS-PAGE. En la rehidratacion, la
muestra debe ser resuspendida en un buffer que permita desnaturalizar y solubilizar las muestras de
proteina y rehidratar las tiras IPG. El tampdn contiene tipicamente un agente desnaturalizante (urea o
urea / tiourea), un agente reductor el cual abre y une los puentes disulfuro presentes y mantiene a las
proteinas en estado reducido (DTT) y un agente solubilizante que ayuda a mantener las proteinas en
solucion durante la rehidratacion y IEF. Como agentes solubilizantes se utilizan detergentes como
CHAPS que permite la solubilizacién y agregacidon mediante interacciones hidrofébicas, y acarreadores
o anfolitos no idnicos o de ion hibrido (IPGs), que permiten unién a proteinas y facilitan su
solubilizacién, minimizando la agregacion con sus interacciones carga-carga (www.thermofisher.com).
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3. ANTECEDENTES

En plantas medicinales y en plantas aromaticas, como es el caso de Vanilla planifolia, se han detectado
subpoblaciones en una misma especie o poblacién con variaciones en la composicion y concentracién
tipica de los principales metabolitos secundarios que determinan la calidad fitoquimica de sus
individuos. Estas subpoblaciones son denominadas polimorfismos quimicos o quimiotipos; los cuales
son definidos como adaptaciones fitoquimicas locales que son genéticamente controladas y estan
relacionadas con la interaccién de las especies con su hdbitat. Salazar-Rojas y colaboradores en el
2011, estudiaron este polimorfismo quimico de los cuatro fenoles principales presentes en el fruto de
Vanilla planifolia (vainillina, acido vainillico, p-hidroxibenzaldehido y acido p-hidroxibenzoico) por
andlisis de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon) en 25 colecciones de genotipo
desconocido, que se cultivan en la regién Totonacapan Puebla-Veracruz, México.

Basados en la concentracion de dichos fitoquimicos, los autores distinguieron seis quimiotipos
diferentes, algunos con caracteristicas aromaticas silvestres (baja participacion de vainillina),
relacionados con el material menos cultivado en la regién y quimotipos domesticados con alta
participacién de vainillina. La existencia de estos seis grupos fitoquimicos para el germoplasma de V.
planifolia fueron confirmados como grupos genéticos (genotipos) mediante el andlisis de
microsatélites. Asi, los resultados muestran que la diversificacion de los quimiotipos de V. planifolia no
estd relacionada con la variacién ambiental.

El método mas utilizado para la propagacién de V. planifolia es mediante estacas, sin embargo, esta
técnica puede causar lesiones a las plantas madre, por lo que, se ha propuesto como alternativa la
regeneracion y la multiplicacion masiva in vitro a través de brotes y yemas axilares. Las plantas
cultivadas son genotipicamente idénticas, pero la variacion somaclonal puede ser inducida si la
regeneracion incluye cultivo de callos embriogénicos.

Palama y col. (2010) establecieron un protocolo nuevo para la regeneracion de plantas de vainilla y
estudiaron los mecanismos bioquimicos y moleculares iniciales s que desencadenan el disparo de la
organogénesis de callo embriogénico y protocormo. Mediante la aplicacién de electroforesis
bidimensional para la separacidon de proteinas y MALDI-TOF-TOF-MS se identificado varias proteinas
cuya expresion difiere durante los primeros acontecimientos del disparo de la organogénesis. El
analisis reveld que expresaron significativamente 15 “spots” de proteinas en las primeras etapas de la
diferenciacién de brotes. Con ayuda de la base de datos Swiss-Prot se pudieron encontrar algunas
caracteristicas supuestas de las proteinas como su nombre, el organismo de la planta donde la proteina
fue identificada, el nUmero de aminoacidos emparejados, el porcentaje de confianza, el porcentaje de
identificacidn, la secuencia de los péptidos identificados y los valores de masa molecular experimental
y tedrica. Segun este estudio, a mayoria de las proteinas encontradas estan implicadas en el inicio de
la fotosintesis, la glucdlisis y la sintesis de compuestos fendlicos; la sintesis de aminodcidos y
proteinas, y la estabilizacidon de proteinas; la degradacion del azlcar y respuesta al estrés.

30




4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Realizar una comparaciéon diferencial del proteoma expresado durante la abscision de frutos en los
genotipos CH | y CH VI de Vanilla planifolia, los cuales presentan comportamiento contrastante ante
dicho proceso.

4.2. Objetivos especificos

1) Caracterizar mediante el Peso Molecular relativo y punto isoeléctrico, algunas de las principales
proteinas identificadas como expresadas diferencialmente durante el proceso de abscision.

2) Identificar el patrén de expresion diferencial de proteinas relacionadas con la abscisién del
fruto de V. planifolia en los genotipos CH |y CH VI.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Caracterizacion de las principales proteinas expresadas diferencialmente durante el
proceso de abscision del fruto de V. planifolia.

5.1.1. Material biolégico

El presente estudio se realizd en dos genotipos de V. planifolia (CH | y CH VI), los cuales difieren de
forma contrastante en comportamiento frente al fendmeno de caida prematura de fruto, variacion
genética y aromatica (Salazar-Rojas et al., 2012).

La colecta de material bioldgico se realizé en el mes de Junio de 2014. Los frutos fueron muestreados al
momento de la expresion del fendmeno de caida de fruto (45 dias); para la condicion sin caida los
frutos aun adheridos a la planta fueron colectados a los 45 dias después de la polinizacién). Se
etiquetaron y se introdujeron tanto en nitrégeno liquido como en la solucidon de preservacién RNA
later (QIAGEN) y transportados al laboratorio.
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5.1.2. Extraccion de ARN total y proteinas

Se emplearon 100 mg de tejido fresco de los individuos seleccionados al azar de cada genotipo, del
tejido en la zona de abscision del fruto (ZAF) (Fig. 12 y 13). La extraccion de ARN total y proteinas se
realizé mediante el Ensayo AllPrep (QIAGEN).

Figura 12. Tejido que se muestreara para el analisis Figura 13. Fruto de V. planifolia.
transcriptdmico de la abscision prematura de frutos
de V. planifolia: zona de abscisién del fruto (ZAF)

5.1.3. Cuantificacion de proteinas

La concentracidn proteica fue cuantificada a 562 nm mediante curvas de calibracién con el Kit (Sigma)
de Acido Bicinconinico (BCA), utilizando como estandar Albimina de Suero Bovino (BSA).

5.1.4. Electroforesis unidimensional (1D)

La proteina obtenida de la extraccién se visualizd por electroforesis (1D), en geles de acrilamida y
condiciones desnaturalizantes: 0.1% dodecil sulfato de sodio (SDS-PGE), la concentracion de
poliacrilamida en el gel separador fue del 10% y en el gel concentrador de 4% (Shagger & Von- Jagow,
1987). Se utilizaron marcadores de peso molecular de 15 - 175 kDa (PiNK Prestained Protein Marker™).

La corrida de electroforesis se realizé en una cdmara BioRad Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (150
Volts, 90 mins). Para la tincién de geles se utilizé el método rdpido de Coomassie (Phast Blue R 0.02%),
5 minutos a 90°C en agitacion y destefiidos en solucion desteiiidora (de metanol, dcido acético y agua
en relacion 3:1:6), durante 5 minutos a 90°C en agitacidon (dos repeticiones) y 20 minutos a
temperatura ambiente, en agitacion. Posteriormente se tifieron en plata con el kit SilverQuest™ Silver
Staining (Life technology).
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5.1.5. Electroforesis bidimensional (2D)

5.1.5.1. Primera dimension

En esta dimensidn se separan las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico (p/) por medio del
isoelectroenfoque (IEF). El IEF se basa en la caracteristicas de los aminoacidos como moléculas
amfotéricas (cargas positivas y negativas). Las proteinas son separadas en un gradiente de pH y una
diferencia potencial eléctrico (el danodo (+), es acido y el catodo (-), es alcalino) hasta alcanzar una
posicion en la que su carga neta es cero (forma zwiterion), lo que define su punto isoeléctrico (Abel,
2008; Santos, 2008; Platenik, 2009). Para el IEF se utilizaron tiras de 7 cm (IPG strips) de amplio rango
de pH continuo (3-10), las cuales se hidrataron en aceite mineral durante 24 h. La cantidad de muestra
colocada en las tiras fue de 100 pg de proteina, disuelta en 125 pl de buffer de rehidratacidn. Las tiras
fueron previamente embebidas en buffer de rehidratacidn. Se utilizé el equipo IPGphor 3, programado
en los siguientes pasos:

1) 1 horaa 250 volts

2) 30 minutos a 500 volts
3) 30 minutos a 1000 volts
4) 2 horas a 8000 volts

Las tiras se equilibraron en un buffer de SDS, adicionado con 0.01 g/ml de DTT, posteriormente las tiras

se reequilibraron en nuevo buffer SDS adicionado con 0.025 g/ml de iodoacetamina (IAA). Cada
equilibrio se efectud en agitacién suave durante 15 minutos.

5.1.5.2. Sequnda dimensidn

En la segunda dimensidn las proteinas se separan segun su masa molecular aparente mediante
electroforesis en presencia de SDS (Abel, 2008). Para esto se preparé un gel vertical de 80 x 90 x 1mm,
en matriz de SDS- policacrilamida con una concentracién de 10% (6.1 ml agua, 3.5 ml Tris-HCI 1.5 M, pH
8.8; 140 ul SDS 10% p/v; 4.2 ml acrilamida 30%; 50 pul persulfato de amonio y 10 ul TEMED). Se
colocaron las tiras (IPG strips) anteriormente equilibradas, en forma horizontal sobre el gel SDS-PAGE
al 10%. Se utilizaron 3 pl de marcador de peso molecular (15 - 175 kDa) sobre papel filtro, en un
extremo del gel SDS-PAGE al 10%. Este gel se selld, junto con la tira (IPG strip), con un tapén delgado
de agarosa al 0.5% (Fig. 14).

La corrida de electroforesis se realizé en una cdmara BioRad Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (150
Volts, 50 mins). Para la tincion de geles se utilizo el método rdpido de Coomassie (Phast Blue R 0.02%),
5 minutos a 90°C en agitacién y destefiidos en solucion destenidora (de metanol, acido acético y agua
en relacion 3:1:6), durante 5 minutos a 90°C en agitacion (dos repeticiones) y 20 minutos a
temperatura ambiente, en agitacion. Posteriormente se tifieron en plata con el kit SilverQuest™ Silver
Staining (Life technology). En este gel se visualizaron puntos, en los cuales coincidié el p/ con el peso
molecular relativo (PMr) de las diferentes proteinas.
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Figura 14. Electroforesis dimensional

La comparacion de expresion de las proteinas se determind por presencia/ ausencia de “spots” en los
geles electroforéticos de segunda dimensidn.

5.1.6. Determinacion de Punto isoeléctrico (pl) y Peso Molecular relativo (PMr)

5.1.6.1. Punto isoeléctrico (pl)

Se obtuvo por interpolacién de los puntos medidos en la graduacion de la tira de pH (3-10), a escala en
el gel 2D.

5.1.6.2. Peso Molecular relativo (PMr)

Se estimé a partir de una gréfica (y=mx+b) del logaritmo (logy) del Peso Molecular de los estandares
(15 - 175 kDa) contra su movilidad relativa (Rf) en los geles 2D. El Rf es la relacion entre la distancia de
migracion de la banda proteica y la longitud de corrida total del gel, o sea la distancia desde el borde
superior del gel hasta el frente de corrida. La migracién de los derivados proteina—SDS hacia al dnodo
es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular (log PM) (Garcia, 2000).

Al realizar un ploteo del log PM de la proteina patrén como funcién del valor de Rf, se obtuvo un
grafico ligeramente sigmoideo y el peso molecular desconocido se estimd por el andlisis de regresién
lineal o por interpolacién en la curva del log de PM contra Rf. A través de la ecuacién log(PM)=m x
Rf+b (m=pendiente; b=ordenada al origen) se calculd el Rf de la proteina incégnita y se extrapold en la

curva el log (PM). Por ultimo, el PM de proteina incognita se obtuvo aplicando el antilogaritmo (Garcia,
2000).
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5.1.7. Busqueda de proteinas en la Base de datos Tagldent (Swiss-Prot)

A partir de los geles de electroforesis, se eligieron las proteinas (“spots”) que se expresaban de manera
diferencial, y con los valores de p/ y de PMr obtenidos, se realizd una busqueda empleando la
herramienta Tagldent http://web.expasy.org/tagident/), la cual es una base de datos de secuencias de
proteinas que provee informacién de las proteinas como funcién, dominios, estructuras, entre otros
(Bairoch & Apweiler, 2000). El servidor ExPASy (Expert Protein Analysis System) analiza secuencias de
proteinas, estructuras y electroforesis 2 D PAGE. Para la busqueda de datos se empled la herramienta
Tagldent, que despliega una lista de proteinas con su respetivo punto isoeléctrico y Peso Molecular
aparente; identifica proteinas por apareamiento de secuencias cortas hasta 6 aminoacidos con
proteinas registradas en las bases de datos Swiss-Prot y TrEMBL proporcionando el p/ y el PMr y la
posible identificacidon de proteinas por su masa (Gasteiger et al., 2005).

De la lista desplegada por la herramienta Tagldent, se eligieron las proteinas relacionadas con la
sefalizacidon y biosintesis del etileno; exportacién de auxinas y degradacion de pared celular
(incluyendo ubiquitinacién), con un rango de 20%.

5.2. Identificacion del patrén de expresion diferencial de las proteinas relacionadas con la
abscision del fruto de V. planifolia.

5.2.1. Busqueda de secuencias de las proteinas en la Base de datos GenBank (NCBI)

Una vez obtenida la lista de posibles proteinas, se encontré la secuencia de cada una de ellas en el
GenBank de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) y también se buscaron secuencias de estas
mismas proteinas de la familia Orchidaceae a través del programa BLAST.

El Centro Nacional de Informacién Biotecnologia (NCBI) fue creado para desarrollar sistemas de
informacién en el campo de la biologia molecular. Ademas del mantenimiento del GenBank, una base
de datos de acidos nucleicos, el NCBI provee andlisis de datos y la recuperacién y recursos para el
analisis de datos e informacién. El conjunto de estos recursos puede agruparse en las categorias:
sistema de bases de recuperaciéon de datos; programas de busqueda de similitud entre secuencias;
recursos de secuencias cromosomales; analisis de la expresidn génica y fenotipos; andlisis del genoma
a escala y herramientas de modelado y estructura de proteinas (Wheeler et al., 2000).

La herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) encuentra regiones de similitud local entre
secuencias. El programa compara las secuencias de nucledtidos o proteinas con las bases de datos de
secuencias y calcula la significacion estadistica de los alineamientos. También puede utilizarse para
inferir las relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para identificar a los
miembros de las familias de genes (Wheeler et al., 2000; www.ncbi.nlm.nih.gov). Los datos de
expresion de las proteinas se analizaron y graficaron con el programa Excel.
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5.2.2. Comparacion de secuencias y de expresion de las proteinas mediante el Sistema Software
Geneious

Otra herramienta importante en el estudio de la biologia molecular es el programa Geneious, el cual
es un motor de busqueda multi-plataforma para la recuperacidén, organizacion y analisis de los datos.
Con dicho sistema de software se pueden realizar funciones avanzadas, tales como el anélisis
filogenético y de restricciones de secuencias, acceso a bases de datos tales como NCBI, ya que combina
todas las herramientas principales del analisis de la secuencia de la ADN y de proteinas (Kearse et al.,
2012; www.geneious.com). Este programa, mediante la herramienta “Align/Assamble; Map to
reference” (Geneious, Versidon 6.1.3, http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012), se utilizé para
comparar las secuencias obtenidas en el GenBank-NCBI con el transcriptoma de ambos genotipos, en
ambas situaciones respectivamente (CH | sin abscision, llamado V1; CH | con abscisién, V3; CH VI sin
abscisién, denominado V4 y CH VI con abscisién, V2).

El transcriptoma utilizado en este trabajo fue previamente secuenciado por la Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva de DNA del Instituto de BioTecnologia, UNAM (UUSMD, IBT-UNAM) mediante
Secuenciacién Masiva de Ultima Generacién (NGS). En este tipo de secuenciacion, la ADN polimerasa
cataliza la incorporacién de desoxirribonucledtidos-trifosfato (dNTP) marcados a la hebra de ADN
templado durante ciclos secuenciales de sintesis de ADN. Durante cada ciclo, en el momento de la
incorporacion, los nucledtidos son identificados por la excitaciéon de fluordforos (lllumina, 2015).A
diferencia de los sistemas de secuenciacidn tradicionales, estas plataformas son capaces de generar
paralelamente, y de forma masiva, millones de fragmentos de ADN en un unico proceso de
secuenciacion en cuatro pasos bdsicos: preparacion de la biblioteca, amplificaciéon de “clusters”,
secuenciacion y alineamiento y analisis de datos (Illumina, 2015).

Para determinar si existe una expresion diferencial entre genotipos y entre condiciones, se calculé una
relacion del nimero de copias de las secuencias que se emparejaron a la secuencia de referencia
respecto al otro genotipo o condicidn, segun fuera el caso (el que presenta mayor numero de
secuencias/ el de menor nimero de secuencias). Asi se pudo evidenciar cuantas veces se sobre-
expresd un genoma respecto a otro. El criterio utilizado para determinar si existe una expresion
diferencial fue a partir del 10% de disimilitud se considerd sobre-expresidn. Las secuencias encontradas
a través de BLAST de la familia Orchidaceae fueron tomadas como repeticiones de su secuencia
homodloga.

5.2.3. Busqueda de ubicacidn celular de las proteinas, en la Base de datos COMPARTMENTS

La informacién sobre la localizacidn subcelular de las proteinas es importante para comprender las
funciones celulares de éstas. Con el fin de obtener esta vision completa de la ubicacidn fisica de una
proteina, es necesario consultar varias bases de datos y herramientas de prediccién, una de ellas es
COMPARTMENTS (http://compartments.jensenlab.org/). Este recurso integra los datos consultados de
la literatura, otras bases de datos, asi como los resultados de la extraccion automatica de texto (Binder
etal., 2014).
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5.2.4. Busqueda de localizacién de las proteinas en las vias metabdlicas, en la Base de datos KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

Para identificar las proteinas en las rutas metabdlicas se utilizé la base de datos KEGG, seccidon KEGG
PATHWAY Database (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html). KEGG es una base de datos para el
anadlisis sistematico de las funciones los genes en términos de redes de genes y moléculas. El
componente principal de KEGG es la base de datos PATHWAY, que consiste en diagramas graficos de
vias bioquimicas incluyendo la mayor parte de las rutas metabdlicas conocidas y algunas otras de
regulacion. La informacién de las rutas es representada también en las tablas resumen de grupos de
genes ortélogos y pardlogos encontradas entre los diferentes organismos.

KEGG contiene la base de datos GENES (catdlogos de genes de todos los organismos con genomas
completos y algunos con genomas parciales) y la base de datos LIGAND de compuestos quimicos y
enzimas (Ogata et al., 1999). Cada catdlogo de genes se asocia con el mapa grafico del genoma para su
ubicacién cromosdmica. Ademads de la recoleccién de datos, KEGG desarrolla y proporciona diversas
herramientas computacionales, como la reconstruccidn de rutas bioquimicas de la secuencia completa
del genoma y de la prediccién de redes de genes de regulacién de los perfiles de expresion génica
(Ogata et al., 1999).

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo, se caracterizaron las proteinas expresadas de forma diferencial durante el
proceso de abscision prematura de fruto de dos genotipos de V. planifolia, con caracteristicas
contrastantes en este proceso. Esta caracterizacion consistido en determinar tanto su peso molecular
como su punto isoeléctrico, ademas de llevar a cabo una validacién de esta informacién, comparando
las proteinas identificadas con la informacién obtenida del analisis del transcriptoma de V. planifolia
obtenido previamente.
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6.1. Caracterizacion de las principales proteinas expresadas diferencialmente durante el
proceso de abscision del fruto de V. planifolia.

6.1.1. Electroforesis bidimensional (2D)

Para obtener el Peso Molecular relativo y el punto isoeléctrico de las proteinas, estas se visualizaron en
geles de electroforesis 2D-SDS-PAGE. Los geles resultantes de dicha electroforesis mostraron una
expresion diferencial de proteinas entre genotipos: Genotipo CH I: Fig. 15 y 15b; genotipo CH VI: Fig.
16 y 16b).

6.1.2. Valores de Punto isoeléctrico (p/) y Peso Molecular relativo (PMr)

Los valores de p/ y de PMr obtenidos a partir de las proteinas con expresion diferencial (“spots”)
visualizadas en 2D-SDS-PAGE se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Valores de p/ y de PMr de las proteinas con expresidn diferencial, obtenidos a partir de los geles de
electroforesis (2D-SDS-PAGE)

CHI CH VI
PMr Rango PMr Rango
No. pl (Da) (20%) Letra pl (Da) (20%)
A 4.5-54 19,000 15,200 - 22,800
1 4.3-4.7 130,517 10,4408 — 15,6612
2 4.3-4.7 171,000 136,800 - 20,5200 B 4.7-5.3 69,210 55,368 — 83,052
3 4-5 168,000 134,400 -201,600
4 5-5.5 3,7000 29,600 — 44,400 C 5.8-6.2 36,000 28,800 — 43,200
5 5-5.5 46,200 36,960 — 55,440
6 5.6-6 10,3000 76,220 - 129,780 D 6.3-6.7 38,000 30,400 - 45,600
7 6.6-7.1 38,000 30,400 — 45,600
8 6.6-7.1 48,240 38,592 - 57,888 E 6-6.8 47,000 37,600 - 56,400
9 6-6.5 20,000 16,000 - 24,000
10 6-6.5 28,700 19,840 - 29,760 F 6-6.8 63,450 50,760 - 76,140
11 6.6-7.6 41,000 3,2800 —4,9200
G 7.5-8.2 68,000 54,400 - 81,600
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6.1.3. Busqueda de proteinas en la Base de datos Tagldent (Swiss-Prot)

A partir de la lista anterior (Cuadro 2) se realizé la busqueda de proteinas en la base de datos Tagldent, la
cual arrojo alrededor de 660 proteinas relacionadas con el proceso de abscisidn, de las cuales se eligieron
107 (sus valores de p/ y de PMr mas cercanos a los encontrados en la base de datos). De las 107 proteinas

elegidas hubo 28 coincidencias en al menos un genotipo o en una condicién (Cuadro 3).

Cuadro 3. Proteinas extraidas de Tagldent, relacionadas con el proceso de abscision.

Sefalizacidon y Biosintesis de Etileno

PM PM
No. Proteina Gen I No. Proteina Gen I
P (pa) P (pa)
AlLL ERs2 ERS2
1 Factor de transcripcion AlL1 6.59 47,133 9 Sensor de 72,192
AlLlde respuesta a respuesta a etileno 2
Etileno, Tipo AP2
10 EIN4 EIN4 86,250
AIL6 Insensible a etileno 4
2 Factor de transcripcion AP2-1 6.33 65,342
AIL6 de respuesta a ER4
Etileno, Tipo AP2 1 Sensor de ER4 63,789
respuesta a etileno 4
ERF022
3 Factor de transcripcion ERF022 5.16 21,086 EIL
ERF022 d? respuesta a 12 Proteina tipo EIL1 68,333
Etileno Insensible a etileno 3
(EIN3)
ERF038
4 Factor de transcripcion ERFO38 6.22 21,617 13 EIN3 EIN3 71,421
ERF038 de respuesta a Insensible a etileno 3
etileno
ACO1
RAP2-7 14 ACC oxidasa/ CyACO1 36,652
5 Factor de transcripcion RAP2-7 6.77 49,429 Aminociclopropano
RAP2-7 de respuesta a carboxilato oxidasa
etileno
ACO3
RAP2-13 RAP2-13 15 ACC oxidasa 3/ EFE 5.09 36,532
6 Factor de transcripcion 6.00 29,138 Aminociclopropano
RAP2-13 de respuesta a carboxilato oxidasa 3
etileno
MTN2
7 ETR1 ) ETR1 82,566 16 5'-metiltioadenosin/S- MTN2 27,462
Receptor de etileno 1 adenosilhomocistein
nucleosidasa 2
8 ERS1 ERS1 68,333
ensor de respuesta a
etileno
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Cuadro 3. CONTINUACION. Proteinas extraidas de Tagldent, relacionadas con el proceso de abscision.

Auxina Degradacion de proteinas
PM PM
No. Proteina Gen ! No. Proteina Gen I
P (Da) P (Da)
ETO1
ARFG 19 Proteina de sobre ETO1 107,040
17 ARF6 5.97 103,057 produccién de etileno 1
Factor de respuesta a
auxina UBLCP1
20 Ubiquitina con dominio 6.35 38,956
IAA30 i
18 ) IAA‘30 . 465 19,238 Tipo CDT fosfatasa
Proteina sensible a auxina
UPE3
Probable Ubiquitin-protein
271 ligasa E3 6.24 47,143
Degradacion de pared celular Sintesis de lignina
; PM , PM
No. Proteina Gen pl No. Proteina Gen pl
(Da) (Da)
BGLU46 BGLU46 6.63 43,479 oMT3
22 Beta glucosidasa 46 26 O-metiltransferasa- 3 OMT-3 38,596
23 HG",1 At3g23640 5.72 107,456
Heteroglicano
glucosidasa 1 Metabolismo basal
MPZ , PM
24 Metaloproteasa FTSH4 7.71 73,934 No. Proteina Gen P (Da)
dependiente de zinc
FTSH4, mitocondrial 27
rbet rbcL
XTH3 Subunidad mayor de la
25 Xiloglucano XTH3 6.00 30,702 28 enzima RuBisCO
endotrfmsglucosnlasa/ Actividad total del
hidrolasa 3 —
Cloroplasto

6.2. Identificacion del patron de expresion diferencial de las proteinas relacionadas con la

abscision del fruto de V. planifolia.

6.2.1 Comparacion de secuencias y de expresion de las proteinas mediante el Sistema Software

Geneious

Posteriormente, las secuencias de estas proteinas fueron comparadas con el transcriptoma de ambos
genotipos, en ambas condiciones y se realizaron las siguientes comparaciones para su posterior

analisis.
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6.2.1.1. Expresion total de las proteinas por genotipos (total de CH | respecto al total de CH VI)

CH I

Ina en

’

de secuencias emparejadas por prote

Umero

In
(sin y con abscisidén) y se compard con la suma de secuencias emparejadas de CH VI sin y con abscision.

on se sumo e
De todas las proteinas analizadas, las que presentaron la mayor expresion total, es decir, alta expresion

.7

Para determinar esta expresi

en ambos genotipos fueron: RAP2-13, ACO1, ERS1, EIN3 y EIL1. La Figura 17 nos muestra el numero

total de

on

las proteinas sin considerar la diferencia de expresidon en las dos diferentes condiciones (con y sin

abscision) y sera tomado en cuenta para discusi

de la expresi

vision general

total de secuencias empatadas por genotipo, lo que nos da una

En su lugar, para analizar

Inas.

lo en algunas protei

s

s

on so

la expresion diferencial del proceso de abscisidn, se tomaran en cuenta las Fig. 18, 19 y 20.
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Con el niumero de secuencias que coincidieron, también se calculd la relacidn de la expresidon entre

genotipos. La relacién calculada expresa el nimero de veces que la proteina esta sobre-expresada en

un genotipo respecto al otro (Cuadro 4y 5).
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Cuadro 4. Proteinas sobre expresadas en el genotipo CH |, respecto a CH VI. Se presenta
el numero de lecturas (“reads”) de las secuencias que coincidieron con la secuencia referencia. Entre
paréntesis se presentan los géneros a los cuales corresponden las secuencias referencia; los asteriscos (*)
indican aquellos géneros pertenecientes a la familia Orchidaceae. La relacidn expresa el nimero de veces
que la proteina se sobre-expresé en CH | respecto a CH VI (Columna Relacién CHI/CHVI).

Sefializaciéon y Biosintesis de Etileno

Vi V3 va V2 Relacién

No. Proteina Género CHl sin CHI con CHVIsin  CHVIcon
abscision  abscision  abscision  abscision CHI/CHVI
! AlL1 (Er%fgﬂe) 1?;);37 1?(?218 27662 59307 2.76
sowes  mom o mommwm gy
6 RAP2-13 *(Cymbidium) 8,234 7,559 5,403 5,774 1.41
10 EIN4 (Coffea) 68 63 48 51 1.32
@ wa em e oame amoaem
R ecico B Gl
15 ACO3 (Arabidopsis) 130 97 74 120 1.17
16 MTN2 (Morus) 1,207 923 486 724 1.76

Auxina
18 ARF6 (Arabidopsis) 322 281 224 233 1.31
Degradacion de proteinas
21 UBLCP1 (Arabidopsis) 86 57 72 56 1.39
22 UPE3 (Arabidopsis) 96 0 0 0 96.00
19 ETO1 (Arabidopsis) 37 22 14 24 1.55
Proteinas degradadoras de pared celular

24 HGL1 (Arabidopsis) 102 66 83 31 1.90
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Cuadro 5. Proteinas sobre expresadas en el genotipo CH VI, respecto a CH I. Se presenta
el numero de lecturas (“reads”) de las secuencias que coincidieron con la secuencia referencia. Los
géneros a los cuales corresponden las secuencias referencia se anotan entre paréntesis; los asteriscos (*)
indican aquellos géneros pertenecientes a la familia Orchidaceae. La relacion expresa el nimero de veces
que la proteina se sobre-expresd en CH VI respecto a CH | (Columna Relacidon CHVI/CHI).

Sefializacion y Biosintesis de Etileno

Vi V3 v4 V2

No. Proteina Género CHl sin CHI con CHVI sin CHVI con Relacién
CHVI/CHI
abscision abscision  abscision  abscision
*(Erycina) 685 0 450 541
2 AlLe (Arabidopsis) 0 404 45 229 1.16
3 ERF022 (Vitis) 379 142 269 427 1.33
4 ERF038 (Elaeis) 75 39 220 43 2.30
Proteinas degradadoras de pared celular
25 XTH3 (Arabidopsis) 153 107 226 327 2.12
Metabolismo de lignina
Vanilla
26 omMT3 s 1,634 1,402 1,699 4,140 1.92
planifoila

Derivado de este primer analisis, se observd que algunas proteinas presentaban mayores valores de
expresion en condiciones de abscision respecto a la condicién normal (sin abscision) por lo que se
analizaron de manera separada en la seccién 6.3.2.3.

6.2.1.2. Expresion diferencial de ambas situaciones en un_mismo genotipo (CH I sin abscision
respecto a CH | con abscision y CH VI sin abscision respecto a CH VI con abscision)

Otro valor que se obtuvo con el numero de secuencias emparejadas fue la relacién de la expresién
entre condiciones en un mismo genotipo. La relacion calculada indica la diferencia de expresion de
cada genotipo entre ambas situaciones (sin y con abscisidn) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Expresion de las proteinas en relacion al proceso de abscision por genotipo. Los
géneros a los cuales corresponden las secuencias referencia se anotan entre paréntesis., los asteriscos (*) indican
aquellos géneros pertenecientes a la familia Orchidaceae. La relacién expresa el niumero de veces que la proteina esta
sobre-expresada en el proceso de abscision en un mismo genotipo (columnas Relacién CHI y Relacién CHVI El signo
negativo (-) significa que se redujo la expresidn de la proteina durante la abscisidn y el signo positivo (+) que hubo un
aumento de expresion durante dicho proceso.

Seializacidn y Biosintesis de Etileno

Vi V3 va V2 Relacion  Relacion
No. Proteina Género CHIl sin CHl con CHVI sin CHVI con
CHI CHVI
abscision  abscision  abscision  abscision
(Morus) 208 171 76 90
1 AlLl (Erythranthe) 1,257 1,028 262 537 1.22 185
685
*(Erycina) 541 0 450
2 AIL -1. 1.
6 (Arabidopsis) 0 229 404 45 69 *1.55
3 ERF022 (Vitis) 379 427 142 269 -2.66 +1.58
4 ERF038 (Elaeis) 75 43 39 220 -1.92 -5.11
*(Erycina) 110 85 49 126
RAP2-7 -1.2 1.7
3 (Brassica) 27 0 25 0 9 +1.70
6 RAP2-13 *(Cymbidium) 8,234 7,559 5,403 5,774 -1.08 +1.06
10 EIN4 (Coffea) 68 63 48 51 +1.07 -1.06
*(Oncidium) 2,476 1,938 2,055
12 EIL1 2,81 -1. 1.24
(Nicotiana) 813 946 731 1,258 30 *
1,650
13 EIN3 *(Phalaenopsis) 4,341 4,049 2,939 3,438 -1.20 +131
(Nicotiana) 525 0 0 421 ’ ’
15 ACO3 (Arabidopsis) 130 97 74 120 -1.34 +1.62
16 MTN2 (Morus) 1,207 923 486 724 -1.30 +1.48
Auxina
17 ARF6 (Arabidopsis) 322 281 224 233 -1.14 +1.04
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Cuadro 6. CONTINUACION. Expresion de las proteinas en relacién al proceso de abscision por
genotipo. Los géneros a los cuales corresponden las secuencias referencia se anotan entre paréntesis; los asteriscos (*)
indican aquellos géneros pertenecientes a la familia Orchidaceae. La relacidén expresa el nimero de veces que la proteina
esta sobre expresada en el proceso de abscision en un mismo genotipo (columnas Relacién CHI y Relacidon CHVI) El signo
negativo (-) significa que se redujo la expresién de la proteina durante la abscisién y el signo positivo (+) que hubo un
aumento de expresion durante dicho proceso.

Degradacion de proteinas

Vi V3 va V2 Relacion Relacion
No. Proteina Género CHI sin CHI con CHVI sin CHVI con
CHI CHVI
abscision  abscision  abscision  abscision
19 ETO1 (Arabidopsis) 37 22 14 24 -1.68 +1.71
20 UBLCP1 (Arabidopsis) 86 57 72 56 +1.19 +1.01
21 UPE3 (Arabidopsis) 9% 0 0 0 -96.00
Proteinas degradadoras de pared celular
23 HGL1 (Arabidopsis) 102 66 83 31 -1.22 +2.12
25 XTH3 Arabidopsis) 153 327 107 226 -1.42 +1.44
Metabolismo de lignina
Vanilla
26 OMT-3 . 1,634 4,140 1,402 1,699 -1.16 +2.43
planifoila

Aunque el genotipo CH | presentd mayor nimero total de expresion de proteinas y con mayor cantidad
respecto a CHVI (Ver Fig. 17, Cuadros 4 y 5), si comparamos la expresion de estas proteinas en las dos
situaciones de un mismo genotipo (Ver Cuadro 6), podemos apreciar que en CH | disminuye la
expresion de proteinas durante el proceso de abscision (Ver Fig. 18 y 19, barras: azul y rojo), mientras
que en CH VI aumenta (Ver Fig. 18 y 19, barras: morado y verde). Esto sucede en todas las proteinas
exceptuando ERF038, EIN4, UBLCP1 y UPE3 y las estudiadas en la seccion 6.2.2.3., lo puede atribuirse a
la funcidon de estas proteinas que a continuacién se discutira. Los siguientes graficos muestran el
numero de secuencias expresadas en cada genotipo en ambas condiciones; en otras palabras es una
comparacion de un mismo genotipo en presencia y ausencia de abscisién.
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Fig. 18. Nimero de secuencias expresadas en cada genotipo en ambas condiciones. Proteinas que presentaron de
10-430 secuencias emparejadas. Se muestran ademas las barras de error tipico. ERF022: Factor de transcripcion ERF022 de
respuesta a Etileno; ERF038: Factor de transcripciéon ERFO38 de respuesta a etileno; RAP2-7: Factor de transcripcién RAP2-7 de respuesta
a etileno; EIN4: Insensible a etileno EIN4; ACO3: Aminociclopropanocarboxilato oxidasa 3; ETO1: Proteina de sobre produccion de etileno
1; ARF6: Factor de respuesta a auxina; UBLCP1: Fosfatasa tipo Ubiquitina dominio CTD; UPE3: Probable Ubiquitin-protein ligasa E3; HGL1:
Heteroglicano glucosidasa 1; XTH3: Xiloglucano endotransglucosilasa/ hidrolasa 3.
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Fig. 19. Nimero de secuencias expresadas en cada genotipo en ambas condiciones. Proteinas que presentaron de
330- 8,240 secuencias emparejadas. Se muestran ademas las barras de error tipico. AIL1: Factor de transcripcion AIL1 de respuesta
a Etileno, Tipo AP2; AIL6: Factor de transcripcion AIL6 de respuesta a Etileno, Tipo AP2; RAP2-13: Factor de transcripcion RAP2-13 de
respuesta a etileno; EIL1: Proteina tipo EIN3; EIN3: Insensible a etileno 3; MTN2: 5'-metiltioadenosin/S-adenosilhomocistein
nucleosidasa 2; OMT3: O-metiltransferasa- 3.
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6.2.1.3. Expresion diferencial de CH | y CH VI sin abscision, comparada con CH |y CH VI en presencia

de abscision

De los analisis anteriores, surgié otro grupo de proteinas, las cuales presentan mayor expresién en la
condicién de abscisién, es decir, ambos genotipos presentaron aumento en su expresion en condicién
de abscision (Ver Cuadro 7).

Cuadro 7. Proteinas que presentan mayor expresion en ambos genotipos bajo la condicidn de abscisidn.
V1: CH | sin abscisidn; V2: CH VI con abscision; V3: CH | con abscision: y V4: CH VI sin abscisidn. La relacién V2+V3/V1+V4 indica el
numero de veces que se sobre expresa la proteina en el proceso de abscision, es la suma de ambos genotipos con abscision entre la
suma de su condicidon normal. Las columnas V2/V3 y V3/V2 muestran la relacion entre los dos genotipos y muestran en cudl hay una
mayor expresion.

Sefializacion y Biosintesis de Etileno

Vi V3 V2 va4 Relacis Relacion Relacion
#  Proteina Género CHIsin  CHIcon CHVicon  CHVIsin V2+3:/°\';ﬂv " v2/v3 V3/V2
abscision  abscision  abscision  abscision (Mayor en CHVI) (Mayor en CHI)
(Arabidopsis) 286 438 369 297
7 ETR1 *(Dendrobium) 288 286 300 0 1.59 1.08
*(Phalaenopsis) 1,629 1,645 1,834 1,554
8 ERS1 (Persea) 897 1,163 1,133 742 1.17 1.07
*(Dendrobium) 1,800 1,785 1,959 1,446
*(Oncidium hyb) 1,949 2,037 2,235 1,346
9 ERS2 (Pyrus pyrifolia) 570 673 842 528 131 113
11 ER4 *(Oncidium cv) 1,788 1,885 2,036 1,422 1.22 1.08
M -
14 Aco1 (Cy ;"ytz)d’“m 5558 7,120 9,548 3,543 1.83 1.34
Auxina
18 1AA30 (Arabidopsis) 200 225 214 171 1.18 1.05
Proteinas degradadoras de pared celular
*(Oncidium hyb) 0 0 17 12
22 BGLU46 (Arabidopsis) 0 0 0 0 1.41 29.00
24 MPZ (Arabidopsis) 0 0 259 0 259 259.00

48




En la Figura 20, al comparar la expresidon en los genotipos sin abscision respecto a la condicidn
contraria (barra azul respecto a la roja y barra morada respecto a la verde), podemos observar un
aumento en la condicién de abscisién en ambos genotipos (barra roja y verde).

Sefalizacidn y sintesis de etileno Auxinas Degradacién de

pared celular
10000

-2000

B CH | sin ahscision W CH | absicidn CH Wlabscisidn B CH V1 sin abscisidn

Figura 20. Proteinas que presentan mayor expresidon en ambos genotipos bajo la condicion de abscision.
Se muestran las barras de error tipico. ACCO: Aminociclopropanocarboxilato oxidasa; ERS1: Sensor de respuesta a etileno 1; ERS2:
Sensor de respuesta a etileno 2; ER4: Sensor de respuesta a etileno 4; ETR1: Receptor de etileno IAA30: Proteina sensible a auxina MPZ:
Metaloproteasa dependiente de zinc FTSH 4, mitocondrial; BGLU46: Beta glucosidasa 46- Al tener valores muy pequefios para la escala
del gréfico principal, sobre este se incluydé uno de B-G46.

6.2.1.4. Ubicacion celular de algunas de las proteinas expresadas en el fruto de V. planifolia
durante el proceso de abscision

Con ayuda de la herramienta COMPARTMENTS (http://compartments.jensenlab.org/Search), se
obtuvo la ubicacidn fisica de las proteinas en la célula (Fig. 22) y los resultados obtenidos concuerdan
con la bibliografia (Fig.7) (Kushad et al., 1985; Raven et al., 1992; Jordan & Casaretto, 2006; Taiz &
Zeiger, 2006; Lin et al., 2009; Barrera-Ortiz et. al., 2012; Ju & Chang, 2012; NCBI, 2015).
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Figura 21. Ubicacion celular de algunas de las proteinas expresadas en el fruto de V. planifolia durante el proceso de
abscision. (amarillo): ERS2, AIL1, EIL1, AIL6, ERF022, ERF038, RAP2-7, RAP2-13, ARF6, IAA30, UBLCP1, UPE3. RETICULO ENDOPLASMICO

(azul oscuro): ETR1, ERS1, EIN4, ERS2, EIN3. MITOCONDRIA (lila): MPZ. CITOSOL (azul claro): UPE3, Bglu46. MEMBRANA CELULAR (rojo): ETR1,
ETO1. PARED CELULAR (anaranjado): ETR1, XTH3. APOPLASTO/ESPACIO INTERCELULAR (verde): XTH3.



6.2.1.5. Funcion de las proteinas encontradas en relacion al proceso de abscision y su localizacion en

las vias metabdlicas

Entre las proteinas estudiadas algunas estan involucradas en la sefalizacidn y biosintesis de etileno, y
otras estan relacionadas con las auxinas, la degradacion de pared celular o la biosintesis de lignina.
Cabe destacar que en el presente estudio se trabajo a partir de proteinas visualizadas en geles
electroforéticos, las secuencias de estas posibles proteinas fueron comparadas con el transcriptoma de
dos genotipos de Vanilla planifolia en las dos condiciones antes mencionadas.

Mediante la herramienta KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html), se localizaron dentro de las
rutas metabdlicas, algunas de estas proteinas. De manera general, la distribucién de estas en las vias
biogquimicas coincide con la literatura.

Senalizacidén y biosintesis del etileno

1) Receptores de etileno

Los receptores ERS1 y ETR1 tienen un papel preponderante en el control de las respuestas de etileno.
El ERS1 es un receptor y regulador negativo de etileno; estos receptores reprimen las respuestas de
etileno en ausencia de etileno. También se ha encontrado que ERS1 promueve la respuesta del etileno
en presencia del receptor ETR1 (Wang et al., 2003; Qu et al., 2007; Liu et al., 2010). ETR1 es una
metalo proteina con un i6n de cobre en el sitio de unién a etileno (Theologis, 1998), y su
sobreexpresion provoca alteraciones en el proceso de abscisidon y en la respuesta a etileno y auxinas,
asi como en la expresion de genes inducibles por estas hormonas (Merelo, 2011).

Por su parte, los receptores ERS2 y EIN4 actian como reguladores negativos redundantes en la
sefializacion de etileno (Hua et al., 1998; Barrera-Ortiz et. al., 2012). Ambos receptores se encontraron
expresados en el presente estudio, aunque EIN4 en menor medida (Ver Fig. 17), y a diferencia de la
mayoria de proteinas, presenta una disminucién de expresién en CH VI en condicién de abscision
respecto al mismo genotipo sin abscisidon y un aumento en CH | en la condicién de abscisidn.

Por lo tanto, EIN4 y ERS2, junto con ETR1, ETR2, y ERS1, son miembros de la familia de receptores
relacionados al etileno de Arabidopsis. Los patrones de expresidn de transcritos de los miembros de
esta familia sugieren que poseen funciones redundantes en la percepcion de etileno (Hua et al., 1998;
Theologis, 1998; Ju & Chang, 2012).

Respecto a lo encontrado en este trabajo, ETR1, ERS1 y ERS2 se encuentran dentro de la seccién
6.2.2.3., en la cual fueron clasificadas aquellas proteinas que, sin importar el genotipo, aumentaban su
expresion durante la abscision. ERS1 se encuentra dentro de las proteinas que presentan mayor
expresion total (Ver Fig. 17).
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Liu et al., en el 2000 registraron en el EMBL/Gen Bank, una serie de receptores de etileno homadlogos
del género Oncidium (Orchidaceae); entre ellos se encuentra ER4. Realizando una busqueda en el
NCBI/ GenBank, se encontré que su secuencia empata con otras de los géneros Phalenopsis,
Dendrobioum vy Papilionanthe, pertenecientes también a la familia Orchidaceae. Su funcién es la
catdlisis de la fosforilacion de un residuo de histidina en respuesta a la deteccion de una sefial
extracelular, ya sea un ligando quimico o un cambio en el entorno, para iniciar la actividad celular para
dar respuesta al estimulo (www.ebi.ac.uk). En el actual estudio se encontré que dicha proteina se
expresd en mediana medida en V. planifolia (Ver Fig. 17) y pertenece al grupo catalogado como de
mayor expresion en presencia de abscision (Ver seccién 6.2.2.3.).

La mayoria de los receptores encontrados estan asociados a la membrana del Reticulo Endoplasmico
Rugoso (ETR1, EIN4, ERS1 y ERS2), s6lo dos a la membrana plasmatica (ETR1 y ER4) y uno a la pared
celular (ETR1). Sin embargo, no podemos decir con exactitud que la sefalizacidon del etileno en el
interior de la célula sea mayor, debido a que, aln no se conoce si varios de los receptores reportados
Unicamente en la membrana del RER pueden estar presentes también en el nucleo.

Endoplasuc retieubum (ER)
-0 )
Ethylere J ETmR1
N :
[svac—Eo{ veks - - EN2 }——] E'I':f F—>{ERFI2}—» 0 —— - Frutupuzg
—

| Ubiquitin mediated
prokolysys Probablemente UPE3

Figura 22. Localizacion de ETR1, ERS1, ERS2 y EIN4 en la ruta de transduccién
de sefiales de hormonas vegetales.

2) Factores de transcripcion asociados a la sintesis de etileno

Los dos principales factores de transcripcion del etileno son EIN3 y el factor de transcripcién tipo EIN3
(EIL1). EIN3 funciona como un regulador positivo de la transduccion de sefiales del etileno, ya que
activa directamente la expresion del factor de transcripcion ERF1, que a su vez activa la expresiéon de
otros genes sensibles al etileno (Chao et al., 1997; Solano et al., 1998; Barrera-Ortiz et. al., 2012).
Ambos factores de transcripcidn presentaron alta expresion total (Ver Fig. 17).
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De todas las proteinas, la que presentd mayor expresion fue el factor de transcripcion RAP2-13 (Ver
Fig. 17), que por similitud se ha identificado como integrante de la familia AP2/ERF (al igual que AlIL,
AIL6 y RAP-7 que también fueron encontrados en este trabajo. La familia de proteinas AP2/ERF actuan
como activadores transcripcionales y estan involucradas en la regulacion de la expresion génica de los
factores de estrés y son componentes de las vias de transduccion de activacion por sefiales de estrés y
activan una cascada de sefnalizacion de sintesis de etileno. También participan en otros procesos
celulares como la transduccion de senales hormonales y regulacion del metabolismo entre muchas
otras (Solano et al., 1998; Pan et al., 2004; Nakano et al., 2006; Weber & Hellmann, 2009; Ju & Chang,
2012).

Las anteriores proteinas muestran una alta expresién en contraste ERF022 y ERF038 que tienen una
expresion muy baja. Ambas fueron clasificadas por similitud, como integrantes de la familia AR2/ERF y
actuan como un activadores transcripcionales. Pueden estar involucradas en la regulacion de la
expresion génica de los factores de estrés y de las vias de transduccién de sefales de estrés (Nakano et
al., 2006). ERF038 es una de las pocas proteinas que no presentd aumento de su expresion en CH VI en
condicidon de abscision, al contrario, redujo su expresion.

3) Sintesis de etileno

En Vanilla planifolia se encontraron tres enzimas que participan en el ciclo de la metionina o de
sintesis de etileno (MTN2, ACO, ACO3). La 5'-metiltioadenosin/S-adenosilhomocistein nucleosidasa 2
o MTA nucleosidasa (MTN2), es la enzima que cataliza la escision irreversible del enlace glicosidico
entre el 5'-metiltioadenosina (MTA) y S-adenosil (SAH / AdoHcy) vy la adenina. Es decir, degrada la
MTA en los tejidos vegetales por una escisiéon nucleosidica a MTR y adenina y contribuye al
mantenimiento de la homesotasis del S-Adenosil metionina (SAM/AdoMet), la cual se requiere para
sostener altas tasas de sintesis de etileno (Mosbah et al., 1985; Birstenbinder et al., 2007). Mientras
que la 1-Aminociclopentano-carboxilato oxidasa (ACC oxidasa/ACO) es la enzima que cataliza el paso
final de la sintesis del etileno a partir de 1-Aminociclopentano-carboxilato (ACC) (Raven et al., 1992;
Jordan & Casaretto, 2006).

La sintesis del etileno es inducida por numerosos procesos del desarrollo y por estrés ambiental, en
todos los casos existe un aumento de ARNm de la ACC sintasa y de la ACC oxidasa (Taiz & Zeiger,
2006).En el caso de la ACC oxidasa, el fendmeno de maduracion y el estrés térmico, estimulan la
conversidn de 1-Aminociclopentano-carboxilato (ACC) a etileno (Jordan & Casaretto, 2006).

En este andlisis se encontraron dos isoformas de ACC oxidasa, ACO1 y ACO3. Por su parte, Zou y col.
(2014), estudiaron la relacién entre la expresidon de genes relacionados con el etileno y el trastorno en
la maduracién del fruto de papaya (Carica papaya L.) causado por dafio por frio. Estos autores
encontraron que ambas isoformas tenian un patrén diferencial de expresion. Se observé un aumento
de ARNm de ACO1 a 12 ° (que es considerada baja temperatura) y una inhibicién a 7 °C, mientras que
la expresion ACO3 fue suprimida en ambas temperaturas. Concluyeron que los patrones de expresién
sugieren que los genes de ACO1 estan mas estrechamente asociados con la maduracién anormal del
fruto de papaya bajo estrés, lo cual es consistente con los resultados aqui presentados.
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Estos autores mencionan ademas, que una baja temperatura (12 °C) puede retrasar la maduracion del
fruto, no obstante, a la mas baja temperatura (7 °C) se ve detenida por completo y relacionaron este
fendmeno con la induccidn por etileno exdgeno. Los niveles enddgenos de etileno auto-inducen un
mayor incremento de la sintesis de esta fitohormona mediante retroalimentacidn positiva, que puede
sumarse a una sefial externa de etileno, por lo que se considera que el etileno es autocatalitico (Jordan
& Casaretto, 2006; Zou et al., 2014). Una situacion similar puede estar ocurriendo en V. planifolia, ya
que muestra una expresion contrastante de ACO1 y ACO3 (Ver Fig. 17). ACO1 fue la segunda proteina
con mayor expresion total y estd incluida en la seccidon 6.2.2.3., mientras que ACO3 presenta una
expresiéon muy baja.

V. planifolia es una orquidea que habita en regiones con climas subtropicales con temperaturas de
282 C a 382 C, siendo la mas baja de 18.42C; se considera una especie exigente en cuanto a las
condiciones de calidad del terreno, humedad ambiental de su habitat. En Papantla, region donde se
encuentra esta orquidea, se han reportado fluctuaciones en la temperatura en los ultimos afios,
observandose cambios bruscos e inundaciones derivadas de lluvias excesivas (PROMEFOR, 2006;
SAGARPA, 2012).

______ =%
[1841] £ —~ L-Homocystene
Sulfur
Homocystine O metbolism 2115 §2.1.1.10] Sk b 5.DRiossh
21013021114 L-bomocysteine L homocysteime
S-Methyl-
251.16 5'-ﬂuou¥msm-

25.1.2

—nus— o 3138710 5325 EEIIEH

1,2-Dik > Hydroxy: 3-keto- 23-0:5“5 thyh
peie o] ?.’dm’gn’ 1 phosphate

&
2-oxobutanoate

3—heb
thoopentene

Figura 23. Localizacién de ACO1 y MTN2 en la ruta del metabolismo de cisteina y metionina.

El siguiente cuadro se presenta a manera de resumen la funcién de las proteinas que participan en la
sefalizacidn y sintesis del etileno, resaltando las encontradas en este estudio.
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Cuadro 8. Resumen de las proteinas que participan en la seiializacidn y sintesis del etileno.
El asterisco (*) indica las proteinas que se encontraron en el presente estudio.

Proteina o
producto

Funcion

ETR(*1y 2)

Familia de metaloproteinas, receptores de membrana que inician la sintesis de etileno. Tiene un dominio

de unidn a etileno con un i6n de cobre y es activo cuando etileno no esta presente. El receptor ETR se
dimeriza (por presencia de una proteina RAN citosélica mediante enlaces disulfuro y con fijacién de un idén
de Cu+2) iniciando asi sefiales de fosforilacidon y transferencia del fosfato desde el dominio histidina al
dominio receptor anexo de ETR. El ETR interactia con otra cinasa (CTR1) presente en el citosol y la
activacion de ésta inicia una cascada de MAP cinasas. Cuando etileno es percibido, el receptor ETR se
inactiva desacoplandose la interaccién entre ETR y CTR1.

ERS (*1y* 2)

Familia de receptores de membrana que inician la sintesis de etileno.

Cataliza la fosforilacion de un residuo de histidina en respuesta a la deteccion de una sefal extracelular, ya

*ER4 sea un ligando quimico o un cambio en el entorno, para iniciar la actividad celular para dar respuesta al
estimulo.
*EIN4 Receptor de membrana que inicia la sintesis de etileno.
Segundo mensajero presente en el citosol. Proteina MAP cinasa que dispara una cascada de fosforilacion
resultante en la activacion del receptor intracelular EIN2. Regulador negativo. ETR interactUa éste citosol,
la activa e inicia una cascada de MAP cinasas que culmina con la desactivacion de la proteina de
CTR1 transmembrana EIN2. Cuando etileno es percibido, el receptor ETR se inactiva desacoplandose la
interaccion entre ETR y CTR1. La desactivacién de la cascada de quinasas resulta en una proteina EIN2
activa la cual regula la activacién de factores de transcripcién EIN3 y EIL1, los que inducen la expresion de
genes especificos de respuesta al etileno.
EIN2 Receptor intracelular que activa los factores de transcripcion EIN3 y EIL1. Intermediario.
*EIL(1) Factor de transcripcion activado por EIN2. Al unirse a secuencias blanco en ADN, induce la transcripcion de
genes relacionados con el etileno.
EIL(2y 3) Factor de transcripcion.
*EIN(3) Factor de transcripcion activado por EIN2. Al unirse a secuencias blanco en ADN, induce la transcripcién de
genes relacionados con el etileno.
ERF(1,* 038, Factor de transcripcién. Al unirse a secuencias blanco en ADN, induce la transcripcién de genes
*022) relacionados con el etileno.
EDF Regulador transcripcional involucrado en la sefializacion del etileno. Promotor unido a EIN3.
RAN 1 Tipo-P ATPasa (transportador de Cobre). Proporciona el cofactor de cobre requerido para la unién de
etileno con el receptor. También es importante para la biogénesis de los receptores.
Biosintesis del etileno. La biosintesis de la hormona etileno comienza con la conversién del aminoacido
SAM metionina en S-adenosil-L-metionina (SAM, también llamada AdoMet). Co-sustrato que sirve como

donador de metilos.

SAM sintetasa

Biosintesis del etileno. Enzima catalizadora de la formacion de SAM a partir de metionina.

ACC sintasa

Biosintesis del etileno. Enzima catalizadora de la formacién de ACC a partir de SAM. La actividad de ACC
sintetasa es reguladora en la produccion de etileno.

ACC

Biosintesis del etileno. Precursor inmediato del etileno. Se produce junto con 5'-metiltioadenosina (MTA) a
partir de SAM.
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Biosintesis del etileno. Enzima que cataliza el paso final de la sintesis del etileno. Utiliza ACC como sustrato
y genera Didxido de carbono y cianuro. Antes era conocida como la enzima formadora de etileno (en
inglés, ethylene forming enzyme o EFE).

ACC oxidasa
(*1,*3)

Biosintesis del etileno. Es el co-producto, junto con ACC generado por la ACC sintetasa. Se recicla a
MTA metionina, conserva el grupo metiltio. Es capaz de mantener una concentracién constante de metionina en
las células incluso cuando etileno se sintetiza rapidamente y la reserva de metionina es pequefia.

ACC N-malonil- - . . . N .
malont Biosintesis del etileno. Enzima encargada de la malonizacion de ACC a malonil-ACC (MACC).
transferasa
MACC Biosintesis del etileno. Disminuye la concentracién de ACCy reduce la produccién de etileno.
MTA Biosintesis del etileno. Degrada la MTA en los tejidos vegetales por una escisién nucleosidica a MTR y
nucleosidasa adenina.
MTR cinasa Biosintesis del etileno. Enzima que cataliza la fosforilacion dependiente de ATP de MTR a MTR- 1 —P.

La accién de las auxinas en el proceso de abscision

La sintesis del etileno es inducida por numerosos procesos del desarrollo, por las auxinas y también por
estrés ambiental. En todos los casos hay un aumento el nivel de ARNm de la ACC sintasa y en algunos
ademads de ACC oxidasa (Taiz & Zeiger, 2006).

Las proteinas de las familias IAA y ARF, estdn estrechamente relacionadas para regular la expresién
génica inducida por auxinas y funcionan de las siguiente manera: los Factores de Respuesta Auxina
(ARFs) son factores de transcripcion que se unen especificamente a la secuencia de ADN 5'-TGTCTC-3
encontrada en los promotores AuxREs (promotores de elementos de respuesta a auxina). La formacion
de heterodimeros de proteinas Aux / IAA puede alterar la capacidad de la célula para modular la
expresion de genes de respuesta temprana a auxina. En este estudio se encontré también la proteina
IAA30 y se incluyd dentro de la seccidn 6.2.2.3., no obstante, ademds de las funciones antes
mencionadas, no se encontraron referencias de su funcidn especifica.

Los factores de la familia ARF, por su lado, promueven la floracién, el desarrollo de estambres, la
abscisidon de érganos florales y la dehiscencia del fruto (Reed, 2001; Nagpal et al., 2005; Liscum & Reed,
2011). ARF6, encontrado también en este estudio, pertenece a estos factores de transcripcidén y
parece actuar como activador transcripcional; tiene una actividad parcialmente redundante con ARFS,
ambos promueven la produccién de acido jasmonico (Nagpal, 2005). Este acido actua sobre la ACC
oxidasa, promoviendo la biosintesis del etileno y la maduracién, coloracién y dehiscencia de frutos
(Jordan & Casaretto, 2006; Patterson, 2001).

Se cree que las auxinas inducen la transcripcion de los genes de respuesta temprana promoviendo la
degradacion proteolitica de las proteinas inhibidoras AUX/IAA de manera que pueden formar dimeros
ARF activos y que tanto la ubiquitinacién por una ubiquitin ligasa, como la protedlisis por proteosoma
26S pueden estar implicadas (Taiz & Zeiger, 2006).
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Figura 25. Localizacién de ARF6 y UPE3 en la ruta de endocitosis.
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Degradacion de las proteinas mediante el Sistema Ubiquitin-proteosoma (UPS)

Como se revisé anteriormente, la biosintesis de etileno esta dirigida por la familia de proteinas ACC
Oxidasas (ACOs) y ACC sintasas (ACSs), estas ultimas convierten la SAM o AdoMet en ACC, el precursor
inmediato del etileno. En Arabidopsis, la producciéon de estas enzimas estda mediada por el Sistema
Ubiquitin-Proteosoma 26S (Ver seccion 2.4.1), utilizando el complejo BTB-E3 (Broad Complex/
Tramtrack / Bric-a-Brac-Ubiquitin ligasa) unido con la proteina de sobre produccién de Etileno 1
(ETO1) (Christians et al., 2009). Tanto ETO1 como E3 (UPE3) se encontraron en este analisis aunque
con muy poca expresion.

El complejo BTB-E3 y ETO1 trabajan de manera conjunta como regulador negativo de la produccién de
etileno, participando directamente en la ubiquitinacién y en la degradacion de ACS2 (ACC Sintasa, tipo
2), sin embargo, al ser altamente especifico, no presenta unidon con ACS1 ni ACS3 (Christians et al., 2009).

Por otro lado, tanto las proteinas EIN3 y EIL1 se sintetizan continuamente; sin embargo, en ausencia de
etileno se degradan rapidamente para evitar respuestas a etileno. El complejo SCF-E3 (Ver seccién
2.4.1) ensamblado con la proteina de unién de la caja F a EIN3 (EBF1y 2) coordina la ubiquitinacidn de
EIN3/EIL1 (Gagne et al., 2004).En las plantas se han descrito varias proteinas con caja F que participan
en el control de procesos importantes, entre ellos las respuestas de defensa ante el estrés, la respuesta
a hormonas, asi como a multiples procesos de desarrollo (Rocha-Sosa, 2013).

Algunas isoformas de SCF ligado a E3 que participan en la degradacién de familias proteicas como
AUX/IAA, EIN3/EIL1y Della por lo que, actian como reguladores de la sefializacion de auxina, etileno
y giberelinas, respectivamente (Christians et al., 2009). Ademas de la degradacion de EIN3/EIL1 y
AUX/IAA, se ha registrado la degradacion de ACS3, ERF y ACOs mediante UPS-E3. Al igual que con
ETO1, estos mecanismos de regulacidn se presentan desde las plantas terrestres primitivas, lo que
indica que proceso de ubiquitinacion aparecié desde etapas tempranas de la evolucidn en plantas
(Woodward & Bonnie, 2005; Chen et al., 2007; Christians et al., 2009).

En V. planifolia, UPE3 (E3) Unicamente se expresd en CH | sin abscisién y en poca cantidad y ETO1 se
expresd en poca cantidad en todos los genotipos y condiciones, pero mayormente en CH | sin
abscisidon. De acuerdo a este resultado y conforme al pdarrafo anterior, se esperaria una reducciéon de
las proteinas EIN3, EIL1, ERF022, ERF038 y IAA30 en CH | sin abscisidn respecto a CH | con abscision,
no obstante, los resultados de este estudio no coinciden con la hipdtesis (Ver Fig. 18 y 19, barra azul
respecto a la roja).

Se podria pensar que tal vez UPE3 y ETO1 estan indirectamente relacionados con la disminucién de
abscisién de CH | en comparacién con CH VI, ya que la protedlisis juega un papel fundamental en la
regulacién de la sefializacion del etileno y en menor medida en otras hormonas vegetales (Christians et
al., 2009; Rocha-Sosa, 2013). Sin embargo, no podriamos afirmar lo anterior debido a dos aspectos, en
primer lugar ambas proteinas mostraron muy poca expresion como para interferir con la degradacion
de otras proteinas y en segundo lugar, la diversidad de E3 en las plantas es enorme, contandose
alrededor de 1,500 de éstas en el genoma de A. thaliana (Rocha-Sosa, 2013).
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Figura 26. Localizacion de UPE3 en la ruta de ubiquitinacion mediada por protedlisis.




En segundo lugar, la amplia diversidad de E3 en plantas, sugiere que éstas utilizan la ubiquitinacién
para regular un gran niumero de procesos durante su vida, y al ser E3 tan especifica con su sustrato, no
podemos asegurar que el tipo de E3 encontrada en este estudio sea la que reconozca a las proteinas de
sefializacion y sintesis del etileno (Rocha-Sosa, 2013).

Por otro lado, una proteina reguladora del proteosoma es la UBLCP1 (Ubiquitina con Dominio Tipo CDT
Fosfatasa). Esta proteina desfosforila el dominio C-terminal (CTD) de la subunidad mayor de la RNA
polimerasa Il (Pol Il) y desempefian un papel critico durante transcripcion génica mediada por la Pol Il
(Guo et al., 2011).

La UBLCP1 se une directamente a la RP 19S (una regién del proteosoma, Ver Fig. 11) a través del
dominio UBL y desfosforila el proteasoma disminuyendo de ese modo su actividad proteolitica. La
desfosforilacidon puede impedir el montaje del ndcleo y las particulas reguladoras CP y RP (Ver Fig. 11)
en proteasomas 26S maduros. La UBLCP1 reprime selectivamente la actividad del proteasoma nuclear
de una manera dependiente de la fosfatasa, lo que sugiere un mecanismo Unico para la regulacion del
proteasoma nuclear (Guo et al., 2011). Como podemos observar en el Cuadro 6 y el Fig. 18 (barras roja
y verde), se observé aumento de esta proteina en ambos genotipos durante la abscision.

Zona de Abscision

1) Formacion de la Zona de Abscision

Patterson (2011) realiz6 un esquema de la formacion de la zona de abscisidon en Arabidopsis que consta
de cuatro etapas: la diferenciacidén de la zona de abscision, la competencia para la respuesta de las
sefiales de abscision, activacion de la abscision y por ultimo, la transdiferenciacion post-abscision (Ver
Fig. 4). No obstante, Sandoval, Rojas & Guzman (comunicacién directa) observaron que en Vanilla
planifolia no suceden las dos primeras etapas debido a que la zona de abscisién ya se encuentra
presente antes de la maduracion del fruto. Incluso existe una diferencia de tiempo de la formacion de
la zona de abscision y del grado de lignificacién entre genotipos, en la cual CH VI presenta la ZA dias
antes que CH | y con mayor contenido de lignina. También podemos observar que el genotipo CH VI,
presenta células apoptéticas en la ZA (Sandoval y col., comunicacién directa) (Fig. 27).

La resupinacion es un giro de 1802 que sufren el pedicelo y el ovario durante la antesis, de modo que el
pétalo superior (labelo) se situa hacia abajo. Esta estrategia es utilizada por algunas especies de la
familia Orchidaceae, lo que conlleva un reforzamiento con lignina (Stern, 2014). Esto lo podemos
observar en V. planifolia, en genotipo CH | (Fig. 27). Sin embargo, en el prsente estudio se encontrd
mayor expresiéon de OMT3; en algunas plantas, la acumulacién de lignina en la ZA posibilita la rotura
mecanica de las paredes celulares (Liljegren et al., 2000; Merelo, 2011). Lo anterior puede deberse a
gue existen diferentes tipos de lignina.
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Figura 27. Zona de abscision de fruto en V. planifolia.
Sandoval, Rojas & Guzman, comunicacién directa).lzquierda: CH |I; Derecha: CH VI.

Otra razén es que los tejidos, tras la abscision y después de experimentar la transdiferenciacién,
quedan expuestos a patdgenos. Esto activa la maquinaria de defensa y remodelacion de la pared
celular, que permite la separacién efectiva del 6rgano y cierre de herida sumado a la deposicién de
lignina en las paredes celulares de las nuevas capas protectoras como medida preventiva (Agusti et al.,
2008; 2009; Merelo, 2011).

Al igual que en la biosintesis de muchos compuestos secundarios de plantas, la ruta metabdlica de la
sintesis de lignina, requiere de la metilacion de uno o mds grupos hidroxilo, catalizada por O-
metiltransferasas (OMTs). Liy col (2006), presentaron la caracterizacion de dos OMTs, Van OMT-2 y
Van OMT-3, de la orquidea Vanilla planifolia Andrews. Con base en el andlisis de secuencias que
realizaron, estas enzimas presentaron mayor similitud a acido O-metiltransferasas caféico (COMTs),
pero su actividad se relaciona minimamente con los sustratos tipicos de la COMT. Van OMT-2 y Van
OMT-3 mostraron diferencias en siente de los doce residuos de unidn al sustrato conservados en
COMTSs. El andlisis filogenético de las secuencias indica que Van OMT-2 y Van OMT-3 provienen de la
de la V. planifolia COMT (proteina que fue previamente aislada por los autores).

Se han estudiado dos clases de OMTs (OMT1 y OMT2), ambas participan en la sintesis de lignina.
OMT1 metila al precursor de la lignina, cafeoil-CoA y OMT2 estd implicado en la sintesis de S-lignina.
AUn no se conoce la funcion de OMT3, sin embargo, seguramente estd involucrada en la biosintesis de
lignina (Li et al., 2006).
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La secuencia que generaron Li y sus colaboradores, fue la que se utilizd en este analisis para
compararla con el transcriptoma; derivado de esta comparacién se observa que la expresién de la
proteina OMT3 es mas alta en CH VI con abscisidon, aun comparada con CH VI sin abscisién, lo que
concuerda con lo observado por Sandoval y colaboradores (comunicacion directa).
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Figura 28. Localizacion de OMT3 en la ruta de biosintesis de fenilpropanoides (lignina).

2) Seiializacidn y Sintesis de etileno y su relacién con la zona de abscision

Se ha observado que el etileno puede influir en la produccién de lignina; Merelo (2011) aplicé
tratamientos de etileno y ACC a frutos de citricos, tras en tratamiento, midié un aumento en los
niveles de algunos componentes de la ruta de sintesis de lignina en células de la ZAC (zona de abscisién
C del fruto). En la ZAC se produjo un incremento significativo de acido cumarico, acido caféico y
ferdlico, asi como una alta deposicidon de lignina. Como conclusion obtuvo, que el tratamiento con
etileno induce en la ZAC la expresién de un gran numero de genes que codifican enzimas hidroliticas de
la pared celular y proteinas implicadas en la biosintesis de polisacaridos de pared que participan en la
disolucién y en la expansién de la pared celular, respectivamente.
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El estudio con plantas transgénicas ha demostrado que al modificar genes como ETR1, EIN2, EIN3 y
ERS2 disminuye la sintesis de etileno, y esta disminucién provoca un retraso en la abscision,
maduracion y senescencia. Aunado a esto, un analisis anatdomico y morfolégico de la expresidén de una
proteina degradadora de pared celular, la b-glucuronidasa (GUS), inducida por el promotor de la ACC
sintasa muestra que dicha expresion estd localizada dentro de la zona de abscisién (Patterson, 2011).
Lasserre y col., en el 2008, reportaron que el factor de transcripcidon participa en la lignificacién de las
paredes celulares ya que se expresa con mayor intensidad en silicuas maduras (frutos) vy tallos florales,
esta estrechamente relacionado con los tejidos que sufren modificaciones de la pared celular
secundaria. El andlisis histoquimico realizado por estos autores, reveld la actividad de GUS fuerte y
especifica en las células integumentarias exteriores de semillas maduras, células endodérmicas de las
raices en la etapa de desarrollo principal y algunas células escleréticas de los tallos de inflorescencias
maduras. ER038 fue relacionado con la suberizacién en células vegetales.

3) Degradacion de la pared celular en la Zona de Abscision

La abscisidon de organos vegetales es un proceso fisioldgico activo, ya que conlleva la disolucidn de la
pared celular y la participacion de diversas proteinas. En tomate y tabaco se han observado de manera
directa los cambios s en zona de abscisidn, estos incluyen la hinchazén celular, el aumento de tamafio
del reticulo endoplasmatico rugoso y el nimero de ribosomas, tanto indica el aumento de la sintesis de
proteinas. A continuacién ocurre la degradacién de la pared celular, particularmente en la lamela
media, en ocasiones seguida por autolisis parcial o completa de los contenidos celulares (Van Doorn &
Stead, 1997).

En el caso de V. planifolia, se encontraron tres proteinas relacionadas con la degradacién de pared
celular: B- glucosidasa 46, Heteroglicano glucosidasa 1 y Metaloproteasa dependiente de zinc
(mitocondrial).

La enzima B- glucosidasa ademas de catalizar la formacién de la vainillina (Havkin-Frenkel et al., 2004),
estd relacionada con la degradacién de celulosa pues participa en la formacién del celulosoma. Los
celulosomas son complejos multienzimaticos cuyos componentes actian de manera sinérgica para
hidrolizar a la celulosa. En este estudio se encontrd la B- glucosidasa 46 que pertenece a la familia de
las B-glucosidasas. Estas proteinas no son propiamente celulasas pero si son componentes muy
importantes de los sistemas celuloliticos, ya que completan la hidrélisis de cadenas pequenas
celooligosacaridos y de celobiosa, liberados por otras enzimas, hasta glucosa (Hernandez, 1999).

La Heteroglicano glucosidasa 1 también tiene actividad degradadora ya que cataliza la hidrélisis de los
enlaces O- glicosilicos (entre monosacdridos) (www.ebi.ac.uk). A su vez las Metaloproteasas
dependientes de zinc estan involucradas en la protedlisis celular y aunque, para el caso de la
encontrada en este trabajo no se conoce su funcién, en otros organismos se ha reportado actividad
degradadora de la matriz extracelular, procesamiento de diversos mediadores bioactivos como
factores de crecimiento, quimiocinas, citocinas, y receptores en superficies celulares modulando su
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actividad, ya sea por corte directo de los enlaces peptidicos o por su liberacién de la MEC donde se
encuentran almacenados. De esta manera, los efectos de las MMPs son multiples y contribuyen en la
regulacion de diversos procesos celulares como la proliferaciéon, migracion, diferenciacién, y apoptosis.
Esto indica que podria estar relacionada en la degradacion de la pared celular (Pardo, 2008).
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Figura 29. Localizacién de BGLU46 en la ruta del metabolismo del almiddn y la sucrosa.

A continuacidn se muestra un modelo donde se resume la localizacidn y la funcién de las proteinas
encontradas y analizadas en el presente trabajo. Las proteinas se colorearon segun su ubicacion:

(amarillo); RETICULO ENDOPLASMICO (azul oscuro); MITOCONDRIA (lila); CITOSOL (azul claro); MEMBRANA
CELULAR (rojo); PARED CELULAR (anaranjado) y APOPLASTO/ESPACIO INTERCELULAR (verde). El marco
punteado sefala las proteinas involucradas en la degradacion de la pared celular.

El esquema del mecanismo del receptor que se muestra es para ETR1, ya que para los otros receptores no se

encontraron en la bibliografia. Las rutas metabdlicas esquematizadas son el Ciclo de Yang (o dela metionina) y
la sintesis de lignina. También se representa el proteosoma.
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6.2.2.6. Expresion diferencial no relacionada directamente al proceso de abscision

Actualmente, en nuestro grupo de trabajo, se estd analizando el transcriptoma completo de V.
planifolia de los genotipos CH | y CH VI en las condiciones de presencia y ausencia de abscision y, tras el
analisis de esta comparacion, se ha descubierto una considerable reduccion en el metabolismo durante
el proceso de abscisidn, a excepcion del etileno y lignina donde existe la presencia de diferentes
proteinas y productos de las rutas metabdlicas entre condiciones (Cuadro 9 y Fig. 31).

Cuadro 9. Resumen de la actividad metabodlica contrastante entre la condicidn sin abscision
y la condicién de abscisidn en el fruto V. planifolia.

METABOLISMO Sin Abscision  Con Abscision
Biosintesis de Metabolitos primarios Normal Disminuido
Auxinas Normal Ausente
Etileno Ausente Presente
Lignina Normal Disminuida
Células Adyacentes del fruto Sin modificar Modificada

Por este motivo, en este trabajo se analizd la expresion del cloroplasto y del gen funcional rbclL en
ambos genotipos y en ambas condiciones, ya que por un lado, el rbcL es un gen del metabolismo basal
ya que codifica para la subunidad mayor de la enzima RuBisCO quien participa en la fotorrespiracién de
las plantas (Portis, 2001). Por su parte, el cloroplasto es un organelo muy importante en la
fotosintesis, ya que convierte luz en energia utilizable por las plantas y participa en la biosintesis de
aminodcidos, nucledtidos, lipidos y carbohidratos (Hernandez-Quezada, 2011).

En el caso de rbcL, se observd que esta proteina se expresa 7.5454 veces mas en el genotipo CH | que

en el CH VI y que hay una disminucién en la expresién del cloroplasto en ambos genotipos durante la
abscision (Fig. 32 y 33), lo que concuerda con lo antes mencionado.
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Sin abscision

Biosintesis de Lignina

Auxinas

Cofactores y vitaminay

Biosintesis de
Etileno

Biosintesis de Lipidos

Con abscision

Figura 31. Rutas metabdlicas encendidas en V. planifolia en ambas condiciones (sin y con abscisidn). El mapa metabdlico de arriba nos
muestra las rutas encendidas en la condicidn sin abscisién, mientras que el de abajo nos muestra las rutas encendidas durante la abscision.
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Fig. 32. Expresion de la proteina rbcL (metabolismo basal) en ambos genotipos y situaciones.
Se muestran las barras de error tipico.
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Fig. 33. Expresidn total del cloroplasto (metabolismo basal) en ambos genotipos y situaciones.
Se muestran ademas las barras de error tipico.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré la expresion de proteinas relacionadas con el proceso de abscisidn
en el fruto de Vanilla planifolia. Estas proteinas estan relacionadas con la sefializacion de etileno (ETR1,
ERS1, ERS2, EIN4 y ER4; los factores de transcripcidn: AIL1, AIL6, ERF022, ERFO38, RAP2-7, RAP2-13,
EIL1, EIN3); la biosintesis de éste (ACO1, ACO3 y MTN2); la regulacion de auxinas (ARF 6 y IAA30); la
degradacion de proteinas mediante ubiquitinacion (ETO1, UBLCP1 y UPE3); lignificacion de la zona de
abscision (OMT3) y degradacion de pared celular (BGLU46, HGL1 y MPZ).

Se puede afirmar que la mayoria de estas proteinas estan implicadas en el proceso de abscision debido
a la diferencia de su expresion en las condiciones contrastantes (con abscisién y sin abscisién) y la
funcion que se les atribuye.

De las antes mencionadas, parece ser que los factores de transcripcidn son las proteinas que tienen
mayor influencia en el proceso de abscisidn, debido a la cantidad de proteinas de este tipo que se
presentan y su alta expresién de algunas de ellas. En segundo lugar estaria ACO1 y en tercer lugar
OMTS3, por lo que podria asumirse que ademds del metabolismo del etileno, la formacién de lignina en
la zona de abscisidon es importante en la abscision del fruto.

También puede deducirse la accién del estrés en el proceso de abscisidn, ya que, para la mayoria de
las proteinas encontradas en este trabajo, existen funciones de respuesta al estrés reportadas en la
literatura. Cuando las plantas se enfrentan a situaciones adversas del medio ambiente, responden
activando diversos mecanismos mediante el control de la abundancia de ciertas proteinas y como
consecuencia ocurre un cambio en los patrones de expresidon de ciertos genes. Esto se observd
analizando la expresion diferencial entre ambas condiciones.

AUn no se ha reportado la secuenciacidn del genoma completo de Vanilla planifolia y en general no
existen muchos genes secuenciados de la familia Orchidaceae; por lo que el transcriptoma obtenido
para este anadlisis se compard con algunas secuencias de otros géneros de dicha familia, pero en su
mayoria con secuencias de otros grupos de plantas. Esto influyd en el emparejamiento de las
secuencias por el grado de similitud que presentan, por ejemplo las secuencias de RAP2-13, ER4 y
ACO1 sélo empataron con secuencias de géneros de Orchidaceae, a pesar de que también fueron
comparadas con secuencias de otras familias de plantas. Probablemente existen mas proteinas
relacionadas con la abscisién cuyas secuencias no fueron reconocidas debido a lo antes mencionado.

7.1. Perspectivas

El estudio mas profundo de las proteinas de degradacién celular, metabolismo de lignina,
ubiquitinacion y la inclusién de las proteinas relacionadas con la apoptosis. Asi como la validacion de la
presencia de estas proteinas mediante PCR en tiempo real y Citometria de Flujo, y la medicion del
etileno in situ, intra y extra celular para hacer una comparaciéon y establecer la actividad de esta
fitohormona en el proceso de abscision.
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