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SAM- Del inglés, S- adenosylmethionine (S- adenoiylmetionina)

SNPs- Del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms (Polimorfismos de un solo nucleétido)

VpACO3- Gen de Vanilla planifolia similar a ACO3

VpEIN3- Gen de Vanilla planifolia similar a EIN3

VpERF- Gen de Vanilla planifolia similar a ERF

VpERS1- Gen de Vanilla planifolia similar a ERS1

VpFYF- Gen de Vanilla planifolia similar a FYF

VpHSL2- Gen de Vanilla planifolia similar a HSL2

VpVAS1- Gen de Vanilla planifolia similar a VAS1

VpXTH3- Gen de Vanilla planifolia similar a XTH3

UBLCP(1)- Del inglés, Ubiquitin-Like domain-containing CTD Phosphatase Carboxy terminal domain Phosphatase 1

XTH(3)- Del inglés, Xyloglucan Endotransglucosylase/ Hydrolase (3) (Xiloglucano Endotransglucosilasa/ Hidrolasa (3)

ZA- Zona de Abscisién

Zu- Zona de union raquis-ovario/fruto






RESUMEN

Introduccion: La abscision de ovarios no fertilizados de Vanilla planifolia, genera pérdidas de
produccidn de hasta del 90%. Abscision es la separacion tisular y pérdida de drganos vegetales
senescentes o maduros, regulada por fitohormonas: auxinas en altas concentraciones la retarda y la
alteracién de éstas estimula la biosintesis de etileno, la formacién de la zona de abscisién (ZA) y la
biosintesis de enzimas degradadoras de pared celular. El fruto de V. planifolia no presenta ZA, se forma
un tejido de reforzamiento (genotipo-CH-1) o de separacidén (genotipo-CH-VI). Disefiar estrategias que
disminuyan la pérdida de produccion del fruto de vainilla, requiere comprender el mecanismo
molecular de abscisidn. Objetivo: Analizar la expresion relativa de los transcritos de genes relacionados
con las vias dependiente (VpERS1, VpEIN3, VpERF VpACO3, VpVAS1) y semi-independiente (VpFYF,
VpHSL2) de la seializacion del etileno respectivamente y de la enzima degradadora de pared celular
(VpXTH3) y comparar esta expresion entre las siguientes variables: genotipos (CH |, tolerante, sin
abscisidon y CH VI, susceptible en condicidén de abscision); tejidos (zona de unidn raquis-ovario/fruto y
Ovario adyacente a esta zona) y anos (2016, ailo con menor cantidad de abscisién y 2017, afio con
mayor porcentaje de abscision, para conocer los patrones de expresién de dichos genes en V.
planifolia. Para obtener la ER mediante qPCR, se disefiaron primers para los genes de estas vias y de
VpVAS1 (regulador de rutas hormonales) y VpXTH3 (enzima degradadora de pared celular). Los
resultados se visualizaron mediante heatmaps y ACP. Resultados y discusion: En 2016 hubo una
diferencia en los perfiles de expresion entre los tejidos en el genotipo CH-VI, pero no en el genotipo
CH-I. En el Ov del genotipo CH-1y la Zu de ambos genotipos la via de etileno endégeno esta activa; en
el Ov del genotipo CH-VI estdn activas las vias de etileno exdgeno y la semi-independiente de etileno.
Para el 2017, la expresién entre tejidos en ambos genotipos es muy similar a la del genotipo CH-VI en
2016. La via activa en la Zu de ambos genotipos fue la de etileno enddégeno; mientras que en los Ov de
ambos genotipos, fueron las vias de etileno exdgeno y la semi-independiente de etileno. Las
condiciones meteoroldgicas diferentes entre afos mas importantes fueron la precipitacion maxima y
total, la evaporacion total y los dias de maxima temperatura. Conclusiones: Debido a que el etileno
participa en diversos procesos durante el desarrollo de la planta, estos perfiles de expresién sugieren
qgue en el afio 2016, en el genotipo CH-I, el etileno enddgeno participa en la sefializaciéon de la
fertilizacion e inicio de maduracion del fruto, mientras que para CH-VI, los perfiles sugieren una sefial
de activacién de la abscision. Existe una diferencia de sensibilidad a etileno entre genotipos, tal vez
derivada del proceso de seleccién, (CH-VI mas seleccionado y susceptible). En el afio 2017, los patrones
de expresion son similares al genotipo CH-VI en el 2016, probablemente por que en 2017, la sefial de
abscisidon esta presente en ambos genotipos, pero debido a la mayor sensibilidad a etileno del genotipo
CH-VI, ocurrié mayor cantidad de abscision en este genotipo. Los perfiles génicos respaldan la idea de
una abscisidon de ovario no fertilizado y no la abscisién de fruto en V. planifolia. Se presenta un modelo
de los patrones de expresidn de los genes relacionados con la abscisién de ovario no fertilizado de V.
planifolia. La sefalizacidn por etileno afecta diferentes procesos y su percepcidon integra diversas
sefales, por lo que hay otras redes génicas rio arriba reguladoras de esta abscisidn en V. planifolia.

Palabras clave: Abscision; Etileno; Vanilla planifolia; Via dependiente de etileno; Via semi-
independiente de etileno
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ABSTRACT

Introduction: The abscission of non-fertilized ovaries of Vanilla planifolia, generates production losses
of up to 90%. Abscission is the the separation of senescent or mature plant organs, regulated by
phytohormones: auxins in high concentrations prevents abscission and the alteration of these
stimulates ethylene biosynthesis, the formation of the abscission zone (ZA) and the biosynthesis of cell
wall-degrading enzymes. The fruit of V. planifolia has no ZA, in his place a tissue of reinforcement
(genotype-CH-1) or separation (genotype-CH-VI) is formed. Designing strategies that reduce the loss of
vanilla fruit production requires understanding the molecular mechanism of abscission. Objective:
Analyze the relative expression of gene transcripts related to the dependent (VpERS1, VpEIN3, VpERF
VpACO3, VpVAS1) and semi-independent (VpFYF, VpHSL2) pathways of ethylene signaling respectively
and the cell wall-degrading enzyme (VpXTH3) and compare the expression between genotypes (CH-I,
tolerant, without abscission and CH-VI, susceptible under abscission); tissues (rachis-ovary / fruit and
Ovary next to this zone) and years (2016, year with less abscission and 2017, year with more), to find
expression patterns of these genes in V. planifolia. To obtain the ER by qPCR, primers were designed
for the genes of these pathways and VpVASI1 (regulator of hormonal routes) and VpXTH3 (cell wall-
degrading enzyme). The results were visualized by heatmaps and PCA. Results and discussion: In 2016
there was a difference in expression profiles between tissues in the CH-VI genotype, but not in the CH-I
genotype. In the Ov of the CH-I genotype and the Zu of both genotypes, the endogenous ethylene
pathway is active; in the Ov of the CH-VI genotype, the exogenous ethylene and the semi-independent
ethylene pathways are active. For 2017, tissue expression in both genotypes is very similar to that of
the CH-VI genotype in 2016. The active pathway in the Zu of both genotypes was endogenous
ethylene; while in the Ov of both genotypes, were the ethylene exogenous and semi-independent
ethylene pathways. The different meteorological conditions between years were maximum and total
precipitation, total evaporation and days of maximum temperature. Conclusions: Ethylene participates
in various processes during the development of the plant, so these expression profiles suggest that in
2016, in the CH-1 genotype, the endogenous ethylene participates in the signaling of fertilization and
initiation of maturation of the fruit, whereas for CH-VI, the profiles suggest a signal of activation of the
abscission. There is a difference in sensitivity to ethylene between genotypes, perhaps derived from
the selection process, (CH-VI more selected and susceptible). In 2017, the expression patterns are
similar to the CH-VI genotype in 2016, presumably in 2017, the abscission signal is present in both
genotypes, but more abscission occurred in genotype CH-VI, derived from its sensitivity to ethylene.
The gene profiles support the idea of a non-fertilized ovary abscission and no fruit abscission in V.
planifolia. A model of the expression patterns of the genes related to abscission of non-fertilized ovary
of V. planifolia is shown.Ethylene signaling affects different processes and its perception integrates
various signals, so that there are other gene networks upstream regulating this abscission in V.
planifolia.

Keywords: Abscission; Ethylene; Vanilla planifolia; ethylene dependent pathway; semi-independent
ethylene pathway.
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1. INTRODUCCION

El extracto de Vanilla planifolia G. Jack ex Andrews, es uno de los productos mas demandados a nivel
mundial por las industrias saborizantes, aromatizantes, cosméticas y alimenticias (Morales et al., 2001,
Osorio, 2012). Ademds, es un recurso genético, es decir, es un material genético de origen vegetal que
tiene un valor real o potencial destinado a la alimentacién y la agricultura. Este tipo de recursos son
conservados y desarrollados por los agricultores de forma tradicional y son la base para desarrollar

nuevas variedades y tecnologias (snics.sagarpa.gob.mx).

Durante varios afios, Vanilla planifolia presenté un incremento de lo que se conoce como abscisién o
caida frutos inmaduros. Dicha problematica derivé en una disminucién en la produccién de vainilla de
90% aproximadamente, siendo hoy la principal causa de la baja produccidn de este recurso en México.
Se estima actualmente un volumen de produccidn, alrededor de 5 ton de vainilla beneficiada, cuando
anteriormente se producia entre 20 a 30 ton anuales. Esta disminucidn en la produccién generd a su
vez pérdidas econdmicas en todos los eslabones que integran el sistema producto vainilla a nivel

nacional (Hernandez, 2014).

La abscisidn es el proceso biolégico de separacidn 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 abscisién (ZA), conformado
por varios estratos de células densamente citoplasmaticas ubicadas en la unién del érgano y el cuerpo
principal de la planta (Patterson, 2001).El proceso de abscisién estd regulado hormonalmente, ya que
la presencia de altas concentraciones de auxinas en el receptaculo al inicio de la floracion y de la
fructificacion, esta relacionada con el retardo de la abscisién. La sintesis de auxinas establece un
gradiente de concentracion, lo cual impide el desarrollo de la zona de abscisidon, mientras que la
presencia de etileno sensibiliza las células para formar el tejido de abscisidn y la sintesis de enzimas

degradadoras de pared celular (Niederhuth et al., 2013; Tucker & Kim, 2015).




Un modelo cominmente citado para la abscision incluye cuatro pasos basicos: la diferenciacion de la
ZA; la competencia para responder a las sefales de abscision; la activacién de la abscision y la
formacién de una capa protectora y trans-diferenciacion post-abscisién (Patterson, 2001; Tucker &
Kim, 2015; Meir et al., 2019). Existe evidencia de que, aunque este es un modelo conservado, aun
entre érganos, existen diversas modificaciones entre plantas (Zhang et al., 2015). Para la transduccién
de la sefial de abscisién, se ha encontrado que existen dos principales vias: la dependiente de la
sefializacion del etileno y la semi-independiente de la sefializacién del etileno. Dependiendo de la
especie, tejido o ante ciertas condiciones es que se expresan los genes de una de las vias (Patterson &
Bleecker, 2004; Butenko et al., 2006). Diversos genes participan en cada una de las vias (receptores,
segundos mensajeros, factores de transcripcion, enzimas y algunos como parte de complejos de

regulacion).

De manera general se ha observado que el érgano distal a separarse de la planta (fruto, hoja, flor),
percibe la maduracion o senescencia e inicia la senal de abscisidon que se transporta hacia la plantay a
la ZA, activando la separacion. Esto genera una diferencia en la expresidn de los genes relacionados y la
subsecuente concentracién y accién de las hormonas entre tejidos y dérganos (Giovannoni, 2004;

Corbacho, 2015; Zhang et al., 2015).

Estos modelos y vias de abscisién han sido descritos para plantas modelo o con importancia comercial.
Dado que la familia Orchidaceae tiene importancia principalmente ornamental derivada de la
vistosidad de sus flores, se ha estudiado principalmente la senescencia floral y abscision del perianto y
la funcidn del etileno en estos fendmenos (Huda & Wilcock, 2012). No obstante, V. planifolia tiene
importancia econédmica por el aprovechamiento de su fruto y no se tienen caracterizadas las rutas
génicas que intervienen en la abscisién del ovario sin fertilizar que evita la formacién del fruto. En esta
orquidea, se han realizado estudios histolégicos de la antes llamada Zona de Abscision, y se han

encontrado diferencias entre dos genotipos con comportamiento contrastante ante la abscisidn.




El genotipo CH | (tolerante a la abscisidon), presenta en dicho tejido la formacién de una zona de
reforzamiento con alta concentracion de lignina, mientras que en el genotipo susceptible (CH VI) se
observan menores cantidades de lignina y la presencia de células amorfas; es decir no se forma esta

zona de reforzamiento por lo que se produce una zona de separacién (Salazar et al., 2016).

También se encontraron diferencias entre genotipos en los perfiles de expresion génica mediante el
analisis de transcriptomas, en el genotipo CH | sin abscisién, se observd actividad en las vias de
biosintesis de metabolitos, incluyendo la sintesis de lipidos, lignina y reguladores de crecimiento
vegetal, tales como auxinas. En contraste, el genotipo CH VI, bajo condiciones de abscisidon presentd
una disminucién de la actividad en la biosintesis de metabolitos (i.e. lipidos); un aumento en el
metabolismo de etileno y la interrupcion de la sintesis de auxinas y lignina (Salazar et al., 2016).
Granados (2016), realizé6 una comparacion de la expresion de proteinas en este tejido de frutos en
ambos genotipos de V. planifolia. Se concluyd que los factores de transcripcién asociados a etileno son
las proteinas que tienen mayor influencia en el proceso de abscision de fruto inmaduro en esta planta,
debido a la cantidad de posibles proteinas de este tipo que se presentaron y su alta expresion de

algunas de ellas.

Ademas de la abscisidn, el etileno regula los fendmenos de post-polinizacion en orquideas, incluyendo
la maduracién de los ovarios y la diferenciacién de los 6vulos (Primack, 1985; Tsai et al., 2008). A
diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las angiospermas, la familia Orchidaceae presenta un
largo proceso de fertilizacion que puede tardar entre 45 y 80 dias después de la polinizacién (ddp),
dependiendo la especie. Esto se debe a que, en la transicion de flor a fruto en las orquideas, la
polinizacién y la fertilizacién ocurren en momentos distintos del desarrollo de la planta. El ovario de
estas plantas, no tiene évulos o estan inmaduros y es el contacto del polen con el estigma, la seial que
activa el desarrollo de los 6vulos de manera sincrénica a la elongacién del tubo polinico hasta su
fertilizacion (Sindrome Post-polinizacion) (O’Neill, 1997; O’Neill & Nadeau, 1997; Hernandez-
Hernandez, 2011; Chen, et al., 2018; Hernandez-Miranda, 2018). Se desconoce si los frutos de V.
planifolia son climatéricos o no, sin embargo, se ha encontrado que el etileno es un importante

inductor de la madurez en estos (Lapeyre-Montes et al., 2010; Odoux, 2010).




Por otro lado, Hernandez-Miranda y col. (2018) analizaron en diferentes tiempos del desarrollo del
ovario de V. planifolia, el patron de expresidn del gen sensible a auxinas: ARF8 (Auxin Response Factor
8), el cual estimula la expresién temprana de un gen relacionado con la madurez de 6vulos y el
desarrollo del fruto. Basados en los patrones de expresién de este gen a lo largo de los tiempos de
desarrollo, los autores concluyeron que el evento reconocido como “caida prematura de fruto”
corresponde biolégicamente con la abscision de flores no fertilizadas por la interrupcién en Ia

transicion de flor a fruto.

Sumado a esto, tampoco es correcto referirse a esta caida como “prematura” ya que, la dispersion de
semillas de V. planifolia es dehiscente por lo que de manera natural, no se cae sino que se rasga o
hiende para facilitar el proceso de dispersién de las semillas (Castillo & Engleman, 1993; Vivar, 2004;

Soto & Dressler, 2010; Invernén, 2012).

Es necesario comprender el mecanismo molecular que promueve la abscisién de ovarios no fertilizados
en V. planifolia con el propdsito de obtener a mediano plazo estrategias que permitan controlar dicho
proceso y asi incrementar la productividad del cultivo a nivel nacional y contribuir a la conservacion del
germoplasma (Herrera-Cabrera et al., 2012). Por tal razén, el objetivo de este trabajo de investigacién
fue analizar la expresién relativa de los transcritos de genes relacionados con las vias dependiente
(VpERS1, VpEIN3, VpERF VpACO3, VpVAS1) y semi-independiente (VpFYF, VpHSL2) de la seializacién
del etileno respectivamente y de la enzima degradadora de pared celular (VpXTH3) y comparar esta
expresion entre las siguientes variables: genotipos (CH |, tolerante, sin abscisiéon y CH VI, susceptible en
condicion de abscisidn); tejidos (zona de unién raquis-ovario/fruto y Ovario adyacente a esta zona) y
afios (2016, afio con menor cantidad de abscision y 2017, afio con mayor porcentaje de abscision, para
conocer el patréon de expresién de estos genes en V. planifolia. Uno de los métodos utilizados para
realizar el andlisis comparativo de la expresion de genes entre dos situaciones, tejidos o tiempos (o
expresion diferencial (ED)) es el de la Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real o

cuantitativa (qPCR) que permite el monitoreo de la expresién génica (Derveaux, et al., 2010).




2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Vanilla planifolia G. Jacks ex Andrews

Vanilla planifolia pertenece al género Vanilla Plumier ex Miller (subfamilia Vanilloideae, Familia
Orchidaceae), con 110 especies aproximadamente (Cameron et al., 1999, Lubinsky et al., 2008). Es una
orquidea herbacea, perenne, hemiepifita y enredadera que trepa a los apices superiores de los arboles,
llamados tutores o soportes, hasta una altura de aproximadamente 10 m de largo (Fig. 1, A) (Arditti et

al., 2009; Soto & Dressler, 2010).

El tallo o bejuco, es carnoso, suculento de color verde oscuro y fotosintético con presencia de estomas
(Vivar, 2004; Baltazar, 2010; Soto & Dressler, 2010). Esta formado por entrenudos donde se desarrollan
dos tipos de raices; primarias o subterraneas, las cuales nacen de los nudos introducidos en la tierra y
se localizan entre 5 y 10 cm de profundidad dentro de la materia orgdnica del suelo. Las secundarias o
aéreas 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, suculentas, lustrosas, subsésiles, oblongas- elipticas a
lanceoladas con puntas agudas a acuminadas y la base redondeada (Fig. 1, A; Fig. 2). El peciolo
contiene un jugo viscoso, que al igual que el tallo, es irritante (Arditti et al., 2009; Baltazar, 2010; Soto

& Dressler, 2010).

Las inflorescencias son racimos axilares simples con raquis cilindrico, grueso (Fig. 1, B; Fig. 2). La
maduracién 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, primero los de la base y después hacia la parte apical, y sélo
perduran hasta medio dia; al siguiente dia abren nuevas flores. Esta orquidea florece generalmente por
primera vez a los tres afios de plantada y después anualmente durante un periodo aproximado de dos

meses (Vivar, 2004; Castro, 2008; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010).




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. Las flores estan compuestas
de tres sépalos, tres pétalos y un érgano central llamado columna o ginostemo (Soto, 1999; Arditti et

al., 2009; Soto & Dressler, 2010).

Los sépalos son de elipticos a oblanceolados, con apices subagudos y los pétalos presentan una forma
oblanceolada y algo arqueada. Uno de ellos esta modificado y se le denomina labelo, tiene forma de

trompeta, muy céncavo (Soto, 1999; Arditti et al., 2009; Soto & Dressler, 2010).

La columna o ginostemo (Fig. 1, C; Fig. 2), es una estructura muy delgada y alargada donde se fusionan
los drganos sexuales (estambres y pistilos); dichos érganos estdn separados por una membrana
llamada rostelo, la cual dificulta o impide la autopolinizaciéon (Fig. 1, D; Fig. 2). El ovario es infero y

cilindrico (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 cmy 8.5 mm
de ancho, silicuiformes, tricarpelares, largas, carnosas, suculentas, ligeramente triangulares y
dehiscentes; la dehiscencia se realiza paulatinamente del dpice hacia la base (Fig. 1, D). En su interior
contiene varios miles de pequeias semillas negras y subglobosas (Fig. 2) (Castillo & Engleman, 1993;

Vivar, 2004; Baltazar, 2010; Soto & Dressler, 2010).

Esta especie presenta se distribuye en los bosques tropicales de los continentes mayores (pantropical)
(Soto & Cribb, 2010); 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).

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 (Fig. 3) (Soto & Dressler, 2010;
Reyes et al., 2014). De la produccién nacional de vainilla, el 90% se obtiene 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).
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Ginostema (o columna o aquilo) Ovario (futura vaina)
Sépalo superior Estigma

Rostellum

Peétalo lateral derecho

Pétalo inferior transformado //_'
(0 labelo) ﬁ_ .

Sépalo inferior derecho »
Sépalo inferior izquierdo /

Figura 1. Estructura de la planta de Vanilla planifolia.
A. Planta, B. Inflorescencia, Raquis y fruto polinizado. C. Flor, D. Corte longitudinal de flor, E. Fruto

Owullos (futuros granos)
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Proceso de antesis
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Figura 2. Esquema de las estructuras de Vanilla planifolia. Modificada de Kohler, 1890 y Arditti et al., 2009
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2.2. Importancia de Vanilla planifolia

Vanilla planifolia es un recurso fitogenético, es decir, es un material genético de origen vegetal que
tiene un valor real o potencial destinado a la alimentacién y la agricultura. Este tipo de recursos son

conservados y desarrollados por los agricultores de forma tradicional y son la base para desarrollar

nuevas variedades y tecnologias (snics.sagarpa.gob.mx).

De esta forma, la importancia de la vainilla incluye aspectos econdmicos, culturales, sociales vy
ecolégicos. En primer lugar, la vainilla es 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, lo que consiste en un constante

“sudado” y secado de los frutos mediante la exposicidn al sol u horneado (Hernandez, 2014).
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Este proceso propicia reacciones enzimaticas, incluyendo una ligera fermentacion, que permite la
eliminacion del 80% de la humedad y la obtencién del principal compuesto activo, la vainillina (Morales
et al., 2001; Hernandez, 2014). El extracto del fruto de vainilla es utilizado por la industria alimentaria y
cosmética para dar sabor y perfume en la preparacion de helados, confiteria, bebidas, licores,
panificacion, reposteria, derivados lacteos, cremas, perfumes, jabones, cigarros y otros productos de
cuidado personal. Con el fruto beneficiado también se realizan artesanias cémo, aretes, pulseras,
collares, rosarios y otras figuras (Morales et al., 2001, Osorio, 2012). La vainillina, metabolito
secundario presente en la vainilla, es utilizada por la industria farmaceutica para la sintesis de farmacos
tales como papaverina, Aldomet (antihipertensivo), L-metildopa, L-dopa y trimetaprim; posee
propiedades bacteriostdticas, anti-fungicas y herbicidas. Un uso potencial de la vainillina es como
agente madurador en la cafia de azucar, ademas de ser un potente agente antioxidante en alimentos
complejos que contienen acidos grasos poli-insaturados. Otros usos incluyen la prevencién de espuma
en aceites lubricantes, atrayente en insecticidas, agente solubilizante para la riboflavina y reactivo de

revelado en cromatografias (Suwarso & Utama, 2002; Walton, 2003; Diaz, 2007; Sauceda & Neryda, 2011).

Los usos de este condimento se remontan a la época prehispdnica, 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).Durante mucho tiempo la exportacion de vainilla constituyd una fuente de divisas importante
para México, siendo Papantla, Veracruz, la regién vainillera mdas importante del pais. No obstante
debido a varios problemas meteoroldgicos y sociales su produccién casi desaparecié (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 logré a
partir de que los franceses trasladaron la vainilla a la Isla de Madagascar y después de que lograron

polinizar la planta, ésta isla se convirtié en su principal exportadora (Castro, 2008).
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La importancia ecoldgica de esta especie radica en la posibilidad de ser establecida en bosques y zonas
de reserva forestal, contribuyendo asi a la conservacion y valorizacidn de éstos y otros recursos
naturales (Osorio, 2012). Por otro lado, es importante la relacion entre la vainilla y sus polinizadores, ya
gue presenta fendmenos ecoldgicos, conductuales, de co-evolucidén y a través de ellos se pueden
entender aspectos relacionados con el éxito evolutivo de las especies involucradas (Gigant et al., 2011;

Azofeifa et al., 2014).

En el ambito 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 involucrando a
la familia como mano de obra. Ademas, la cadena de producciéon de la vainilla incluye tanto la
comercializacion del fruto verde como el beneficiado, esto proporciona valor agregado a la cadena de
produccidn, disminuyendo el papel de los intermediarios agricolas e incrementando los beneficios

directos para los pequefos productores (Azofeifa et al., 2014).

Por otro lado, existe un proceso de seleccién de este recurso, ya que el conocimiento local que existe
en torno a la elecciéon de esquejes de vainilla, responde a las distintas apreciaciones culturales y
sensoriales que existen entre los grupos indigenas pluriétnicos de la regién, que apoyados en la
reproduccién clonal iniciaron un proceso de seleccién-domesticacidn que no ha terminado y que da
respuesta a la dindmica social, cultural, econdmica, ambiental y bioldgica de la regién del Totonacapan

(Herrera-Cabrera et al., 2014).

2.3. El proceso de abscision

La abscisidn es el proceso de la degradacion de la pared celular y separacion tisular mediante el cual las
plantas pierden sus hojas senescentes, érganos florales y frutos o semillas maduras. Esta separacion se
produce dentro de un tejido especifico denominado zona de abscision (ZA), conformado por varios
estratos de células densamente citoplasmaticas ubicadas en la unién del érgano y el cuerpo principal

de la planta (Roberts et al., 2000; Patterson, 2001; Lewis et al., 2006).
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Dicho proceso esta regulado por sefiales ambientales, del desarrollo, por estrés y/o de manera
hormonal. De manera general, algunas hormonas como etileno, ABA, 4cido jasmodnico y en algunas
circunstancias citocininas actuan como seiales aceleradoras de abscision, mientras que otras como
auxinas, giberelinas, poliaminas, brasinoesteroides y citocinina actian como inhibidores de la abscisién

(Corbacho, 2015).

Mds puntualmente, la presencia de altas concentraciones de auxinas en el receptaculo, al inicio del
proceso esta relacionada con el retardo de la abscisién, mientras que, una disminucién o alteracién de
esta hormona, ya sea por factores naturales o por estrés, estimula la sintesis de etileno, el cual
favorece la biosintesis de proteinas degradadoras de pared y sensibiliza las células para formar la zona
de abscisién (Fig. 4) (Niederhuth et al., 2013; Tucker & Kim, 2015). Una disminucién o alteracién del
gradiente de auxinas, ya sea por factores naturales (senescencia de la hoja) o provocado (dafos por
insectos, dafnos mecanicos, estrés luminico, térmico o hidrico) estimula la sintesis de etileno, el cual

sensibiliza las células para formar el tejido de abscision (Herrera et al., 2006).

Fase de maduracion Fase de la induccién de la abscision
del fruto
e

AUXINAS

S5 AUXINAS

T

Las auxinas previenen la

produccion de enzimas degradadoras

de la zona de abscision El etileno reduce el
transporte de auxinasy
promueve la maduracién

Fase de abscision y abscision

ETILENO

Figura 4. Principales hormonas involucradas en el proceso de abscision
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— 1) Diferenciacion de la
zona de abscision

| 2) Competencia para
responder a las sefiales

l de abscision (Induccidn)

g 3) Activacion de la abscision
- (separacion celular)

4) Formacion de un estrato
protector y transdiferenciacion
post-abscision

Figura 5. Etapas de abscision (Niederhuth et al., 2013).

Un modelo general comunmente citado para la abscision incluye cuatro pasos basicos: la
diferenciacion de la ZA; la competencia para responder a las sefales de abscisidn; la activacion de la
abscision y la formacidon de una capa protectora y trans-diferenciacién post-abscisién (Fig. 5)

(Patterson, 2001; Tucker & Kim, 2015; Meir et al., 2019).

En la primera etapa, la separacion real de células se limita a un estrato celular anatdmicamente distinta
en la base del érgano de abscisién o ZA. La morfologia del estrato de la ZA se observa como un
pequeiio grupo de células redondas y citoplasmaticamente densas (Niederhuth et al., 2013). La
respuesta a los estimulos, regulados principalmente de manera hormonal, se induce en la ZA durante

la competencia para responder a las sefiales de abscision.
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En la tercera etapa ocurre la activacién de la abscision mediante la separacion celular en la lamina
media, y requiere de la accién de enzimas degradadoras de pectina y de la hidrdlisis de otros
polisacaridos de la pared celular. Entre las hidrolasas involucradas en dicha degradacién, se encuentran
la poligalacturonasa (PG), la pectin metilestereasa (PME), la pectato liasa (PL), la B-1,4-glucanasa (con
actividad celulasa), expansinas (EXP) y la xiloglucano endotransglucosilasa-hidrolasa (XTH), entre otras.

(Niederhuth et al., 2013; Tucker & Kim, 2015; Phetsirikoon et al., 2016).

Finalmente, en la Ultima etapa de la abscision, se producen otros procesos fisiolégicos y moleculares,
cuyo resultado es la producciéon de un estrato de cicatriz protectora sobre la ZA. La sintesis de este
estrato en el sitio de abscision sirve para dos propdsitos principales; sellar la superficie expuesta para
reducir la pérdida de agua y nutrientes, y servir de proteccién a la planta contra la invasién de
patégenos (Niederhuth et al., 2013; Tucker & Kim, 2015). En algunas plantas, se forma un estrato de
protecciéon por la deposicién de suberina en paredes celulares y espacios intercelulares que se
encuentran debajo del estrato de separacion (Raven et al., 1992). Existe evidencia de que, aunque este
es un modelo conservado, aln entre érganos, existen diversas modificaciones entre plantas, (Zhang et

al., 2015), tal vez derivadas de adaptaciones evolutivas propias de cada especie.

2.3.1. Vias de senalizacion en el proceso de abscision

Se ha encontrado que existen dos principales vias de sefializacién para que ocurra la abscision: la
dependiente de la sefalizacion del etileno y la semi-independiente de la sefializacién del etileno.
Dependiendo de la especie, tejido o condiciones ambientales o del desarrollo de la planta, es que se

expresa una de las vias (Patterson & Bleecker, 2004; Butenko et al., 2006; Meir et al., 2019).
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2.3.1.1. Via dependiente de la sefializacion del etileno

La produccidon enddgena de etileno aumenta durante ciertas etapas de crecimiento y desarrollo,
incluyendo la abscisién, ademas el etileno exégeno (ambiental o aplicado en tratamientos) induce su
produccidn enddgena. La via de abscisiéon dependiente de etileno requiere de la sefializacidén de etileno
y actua a través de genes de respuesta a esta fitohormona (principalmente de manera exégena), tales
como receptores, factores de transcripcidon y enzimas que participan en la biosintesis del etileno

enddgeno (Liu et al., 1999; Wang et al., 2003; Liu et al., 2018).

2.3.1.1.1. Genes de respuesta a etileno

La sefializacion inicia con la union del etileno (una fitohormona gaseosa) a receptores proteicos con
dominio histidina cinasa (la mayoria) y funcién redundante entre si, presentes principalmente en la
membrana del reticulo endoplasmatico: ETR(1 y 2), ERS(1 y 2) y EIN4. El transportador de Cobre RAN1
también participa en esta sefalizacidon. Los receptores activan al segundo mensajero: CTR1, que
desencadena una cascada de fosforilacion MAP-cinasa que activa a su vez, diversos Factores de
Transcripcion (FT). Respecto a ERS1, se ha encontrado que en A. thaliana, tiene funciones duales en la
regulacién de las respuestas a etileno; ademas de reprimir estas respuestas, también las promueve de
una manera dependiente de ETR1 (otro receptor). La actividad de ERS1 es dependiente de la
concentracion de etileno, a altas concentraciones de la hormona, la sefializacion de este receptor es
bloqueado (Hall et al., 2000; Liu et al., 2010). Esto sucede debido a que la cinasa CTR1 forma complejos
con los diferentes receptores, regulados de manera dependiente de la dosis. El etileno estimula la
produccion de nuevos complejos a través de la induccién transcripcional de los receptores; sin
embargo, el etileno también induce el recambio de los receptores (de manera post-transcripcional), de
modo que los complejos receptor de etileno-CTR1 disminuyen a concentraciones mas altas de etileno.
Las interacciones entre CTR1 y los receptores evitan el cambio de conformacién de ETR1 mediada por

etileno necesaria para la actividad hormonal (Shakeel et al., 2015).
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Corriente abajo se encuentra el receptor intracelular EIN2 (que se trasloca al nucleo), los FT: EIL(1,2 y
3), EIN3, ERF(1) y EDF y componen la ruta de sefializaciéon del etileno activando otros genes de
respuesta a esta fitohormona (Fig. 6). (Jordan & Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006; Lin et al., 2009;
Barrera-Ortiz et. al., 2012; Ju & Chang, 2012; Balaguera-Lépez et al., 2014; NCBI, 2017). El factor de
transcripcién, EIN3 se acumula en el nucleo en presencia de etileno, mientras que, en su ausencia, EIN3
se regula negativamente y se degrada constantemente. Dicha degradacion de la proteina EIN3 esta
controlada por la actividad proteasomal 26S bajo la regulacion de dos proteinas de la familia F-box,

EBF1y EBF2, redundantes en funcién (Cho & Yoo, 2015).

2.3.1.1.2. Genes que intervienen en la biosintesis de etileno

La biosintesis de etileno enddgeno inicia con la metionina, un aminoacido que se une a la adenosina
conformando la S-adenosilmetionina (AdoMet). El paso siguiente es la conversion de este
intermediario en ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico). De esta conversién 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 (Jordan & Casaretto, 2006;
Taiz & Zeiger, 2006). Las tres reacciones principales estan sintetizadas por las enzimas: AdoMet sintasa
(sintesis de AdoMet); la ACC sintasa (sintesis de ACC) y la ACC oxidasa (sintesis de etileno). La enzima
ACC oxidasa (ACO1) cataliza la conversion de ACC a etileno (Fig. 7) (Jordan & Casaretto, 2006; Taiz &
Zeiger, 2006; Arc et al., 2013; Balaguera-Ldpez et al., 2014; Savada et al., 2017). Las proteinas y sus
genes de respuesta y biosintesis de etileno enddgeno, actian en la segunda etapa del proceso de

abscisidon o competencia para responder a las sefiales de abscision.
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2.3.1.2. Via semi-independiente de la sefializacion del etileno

En algunas especies de plantas se ha encontrado que el etileno no es el Unico inductor de la expresién
genética en el proceso de abscision y se ha encontrado una via semi-independiente a la sefalizacion
del etileno. Estudios con mutantes insensibles al etileno (etrl e ein2) mostraron un retraso significativo
en la abscision floral, pero las observaciones morfoldgicas y genéticas indicaron que estos mutantes
presentaron las mismas etapas de desarrollo que las flores tipo silvestre (Patterson & Bleecker, 2004;
Butenko et al., 2006). Meir y col. (2019) encontraron que esta ruta no es totalmente independiente a la

sefializacion por etileno, por lo que en este trabajo se mencionard como via semi-independiente de

etileno.

——
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2.3.1.2.1. Genes que codifican factores de transcripcion de la via semi-independiente de la
sefalizacidn por etileno

FYF participa en ambas vias y regula negativamente la via de sefalizaciéon de etileno activando la
expresion de FUF1 que a su vez activa a un gen desconocido que reprime la expresion de la familia de
factores de transcripcién EDF (1/2/3/4) que promueven la abscision floral (Fig. 8) (Chen et al., 2015).
También se ha estudiado la expresién de FYF y su participacién en la abscisidon del fruto de tomate

(Solanum lycopersicum) (Xie et al., 2014).

EDF1 (2/3/4) promueven la senescencia y/o abscision mediante la supresién de otro gen desconocido
cuya funcidn es evitar la senescencia y/o abscisidn. Esta via también regula la abscision activando otro
gen desconocido que reprime la expresion de BOP1(2), reguladores de la formacion de la ZA y de la
expresién de genes de receptores tipo cinasa como IDA/HAE/HSL2 que controlan el inicio de la

abscision (Fig. 7) (Cho et al., 2008; Chen et al., 2015; Stg et al., 2015; Vie et al., 2015).
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Figura 8. Genes de la via semi-independiente de la sefalizacién por etileno en la abscisién floral
(Chen et al., 2015)
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2.3.1.3. Genes que codifican enzimas degradadoras de pared celular

A nivel celular, la tercera etapa o activacidn de la abscision, consiste en la hidrdlisis de la lamina media
y las paredes de las células que constituyen la ZA, por ello, este proceso estd relacionado con el
incremento en la actividad de enzimas (glucanasas, celulasas, poligalacturonasas, expansinas) que

hidrolizan los polisacaridos estructurales (Merelo, 2011).

El etileno induce significativamente la expresion de los genes de estas enzimas en la ZA, sin embargo
estos genes también son activados en la via semi-independiente de la sefializacién del etileno. Se ha
sugerido la posibilidad de que otras familias de enzimas como las xiloglucano, las endotransglicosilasas,
las pectin metilesterasas o las pectato liasas, participan en la degradacién de la ldmina media y la pared

celular durante el proceso, (Merelo, 2011).

2.3.2. Problemadtica en Vanila planifolia por abscision del ovario no fertilizado

En un contexto evolutivo, la abscisidn es un proceso fundamental en los procesos reproductivos en
plantas, ya que hace posible la caida de frutos maduros y la liberacién y dispersién de semillas. Sin
embargo, desde el punto de vista agricola, esto ocurre en V. planifolia, este proceso es un factor

limitante en la productividad de los cultivos (Corbacho, 2015; Zhang et al., 2015).

La caida o abscisiéon de ovarios no fertilizado (conocida cominmente como caida de frutos inmaduros)
estd considerada como una delas principales causas del bajo rendimiento de vainilla en México, ya que
durante varios afios, provocd una disminucion en la produccion de vainilla del 90% aproximadamente.
Este fendmeno a su vez, se atribuye a las condiciones climaticas adversas que se presentan durante el
periodo de polinizacién y crecimiento de frutos. Se estima actualmente un volumen de produccién,
alrededor de 5 ton de vainilla beneficiada, cuando anteriormente se producia entre 20 a 30 ton
anuales. Esta disminuciéon en la produccidn generé a su vez pérdidas econdmicas en todos los

eslabones que integran el sistema producto vainilla a nivel nacional (Hernandez, 2014).
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2.4. Analisis de la expresion génica diferencial por Reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real (QPCR)

La comparaciéon de la expresion de genes entre dos situaciones, tejidos o0 momentos se le denomina
andlisis de expresién diferencial. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) es un método que permite el

monitoreo de la expresion génica (Derveaux, et al., 2010).

La reaccién en cadena de la polimerasa punto final, es una reaccidn enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos en los que la
secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién utiliza la actividad de la enzima DNA
polimerasa termoestable que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el DNA en las células

(Paniagua et al., 2011; Tamay de Dios et al., 2013).

Los elementos importantes en la reaccidn son el templado o molde (DNA o cDNA), la enzima Tag DNA
polimerasa, los primers (oligonucledtidos sintéticos complemetarios a los extremos del DNA que se va
a amplificar), los desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs), el idn magnesio (MgCl,), una solucion
amortiguadora o buffer y agua. Todos estos elementos interactlan en tres etapas principales de las
gue se compone el PCR: desnaturalizaciéon, hibridacidon y extensiéon (Paniagua et al., 2011; Tamay de

Dios et al., 2013).

Los equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefados
para establecer un sistema homogéneo para que las condiciones de temperatura y tiempo necesarios
no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Finalmente, para corroborar si se amplificd la secuencia
blanco de interés, los productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccion se realizd de manera correcta (Tamay de Dios et al., 2013).

El PCR tiempo real o cuantitativo es una modificacidn de la técnica de PCR que permite monitorear la
amplificacién en cada ciclo a través de la deteccion de fluorescencia que se emite cada vez que se lleva

a cabo la sintesis de una nueva cadena (Tamay de Dios et al., 2013).
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El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sélo difieren la forma de deteccién y analisis de
los productos de la amplificacion. El término en tiempo real se refiere a que la deteccion de los
productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién mediante fluorescencia (Tamay de Dios et

al., 2013).

Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la cantidad de las
moléculas molde (DNA o cDNA) en la muestra. En la reacciéon, si se utiliza DNA gendmico como
sustrato, entonces nos referimos a una qPCR, pero si se utiliza DNA complementario (cDNA)
proveniente del RNA mensajero (MRNA) se le conoce como gRT-PCR (quantitative Reverse
Transcription-PCR, por sus siglas en inglés). La sintesis de cDNA se logra mediante una reaccién
conocida como transcripcion reversa y controlada por la enzima transcriptasa reversa, capaz de

convertir el mMRNA en una molécula de cDNA (Paniagua et al., 2011; Tamay de Dios et al., 2013).

El qPCR se basa en la deteccidon de una sefial fluorescente emitida por moléculas de un reportero
durante la amplificacion del templado. El agente quimico no especifico, utilizado con mayor frecuencia
es el SYBR® Green, un fluoréforo que emite mayor fluorescencia al intercalarse en el surco menor del
DNA de doble cadena. La fluorescencia emitida es capturada en la etapa de extensién de cada cicloy es
proporcional al numero de copias de DNA de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR (Tamay

de Dios et al., 2013).

Existen dos estrategias para llevar a cabo la cuantificacion de RNA en tiempo real: la absoluta y la
relativa. La cuantificacidn absoluta determina con exactitud el nimero de moléculas de RNA utilizando
una curva de calibracion con un estdndar de concentracién conocida. Mientras que, la cuantificaciéon
relativa se utiliza para determinar los cambios en los niveles de expresiéon de un gen en comparacién
con uno o mas genes de referencia (genes con expresion constante en las células, también llamados

genes housekeeping). A dicha expresién se le denomina expresion relativa (ER) (Paniagua et al., 2011).
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2.5. Analisis de conglomerados y su representacion grafica: heat map

Un heat map es una representacién grafica en dos dimensiones de la matriz de los niveles de expresién
génica: las filas representan a los genes y las columnas a las condiciones o tejidos. Cada nivel de
expresion se representa como un cuadrado de color en la posicién correspondiente a su gen y su
condicién o tejido. El color depende del nivel de expresidon, y suele seguir una escala bi o tricolor

(Santamaria, 2009).

Esta representacion puede hacerse con la ayuda de varios software o en sitios web gratuitos
(http://www.heatmapper.ca/expression/). Esta herramienta de analisis de datos exploratorios se
utiliza para analizar agrupaciones de rasgos y de muestras simultdneamente de forma sintética.
Asimismo, se puede comprobar si los clusters o agrupaciones de rasgos similares (genes en este caso),

corresponden a clusters de muestras similares (https://help.xIstat.com).

2.6. Andlisis de Componentes Principales

El Analisis de Componentes Principales (ACP) es un método estadistico de Analisis Multivariante. Esta
herramienta se utiliza para el tratamiento de datos compuestos por numerosas variables con el
objetivo de reducirlas perdiendo la menor cantidad de informacion posible, es decir, sintetizar la
informacién o reducir la dimensién. Estos bloques de datos son generados por estudios donde
intervienen diversos factores en el parametro o proceso a estudiar, registradas a partir de

observaciones o experimentalmente (Serrano, 2003).

Conceptualmente, el ACP toma p variables correlacionadas (X3, X,...Xp), las cuales describen n objetos,
para encontrar una combinacion de éstas y generar otras variables nuevas (Z1, Z,...Zp) que no estén
correlacionadas. La independencia de las nuevas variables Z; (lamadas componentes principales) hace

gue midan diferentes dimensiones de los datos (Serrano, 2003).
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Estos componentes principales son ordenados, de manera que Z; explique la mayor cantidad de
variacion contenida en los datos originales, Z, contiene la mayor cantidad de informacién original, y asi
sucesivamente. Asi, a partir de una matriz de datos, el ACP permite transformar un conjunto de
variables inter-correlacionadas en otro conjunto de variables no correlacionadas (los nuevos
componentes principales o factores) y seran una combinacién lineal de las variables originales,
independientes entre si. Cuanto mas dependientes sean las variables, mas varianza serd explicada por
los primeros componentes y la informacién contenida en los datos serd mejor explicada por un menor

nimero de componentes (Serrano, 2003).

Se generan tantos componentes como variables originales (n) existan en la matriz de datos, siendo
todos ellos ortogonales entre si en un espacio R", seguin el valor calculado para los objetos respecto a
cada componente, que se utilizan como coordenadas. Estos valores (weights) de los objetos o
individuos para cada componente se calculan a partir de los valores propios (eigenvalues, I) y los
eigenvectors (aiy, aip,...) que arrojan los coeficientes de cada variable en la combinacion lineal generada,

calculados a partir de la matriz de correlaciones (Serrano, 2003).

La interpretacién del analisis consiste en encontrar correlaciones positivas o negativas entre objetos o
grupos de objetos, segln su situacion respecto a uno o varios componentes. Estas correlaciones estan
representadas por las distancias euclidianas en el espacio que se represente en el grafico visualizado

(compuesto por los primeros componentes) (Serrano, 2003).

Existen diversos programas estadisticos que permiten realizar este tipo de analisis con un minimo
esfuerzo de cdlculo, tal es el caso del Software XLSTAT de Microsoft Excel (Serrano, 2003;

https://www.xIstat.com/es/).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Quimiotipos y genotipos en Vanilla planifolia

En plantas medicinales y en plantas aromaticas, como Vanilla planifolia, se han detectado
subpoblaciones en una misma especie o poblacidén 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 interaccion de las especies con su habitat (Salazar-Rojas et al., 2011).

La vainillina es el compuesto mas abundante de los mdas de 170 presentes en la vaina de la vainilla.
Entre estos compuestos se encuentran acidos, éteres, alcoholes heterociclicos, ésteres y compuestos

fendlicos y carbonilicos (Shamina, 2008; Salazar-Rojas et al., 2011; Herrera-Cabrera et al., 2012).

La concentracion de los aldehidos vainillina (4-hidroxy-3-metoxibenzaldehido) y p-hidroxibenzaldehido
y sus respectivos acidos, el acido vainillico (acido 4-hidroxy-3-metoxibenzaldehido) y el acido p-
hidroxibenzaldehido, en vainas beneficiadas es utilizada cdmo indicador de calidad aromatica para

propdsitos comerciales (Pérez-Silva et al., 2006; Herrera-Cabrera et al., 2012).

Salazar-Rojas y col., (2012), estudiaron el polimorfismo quimico de los cuatro fenoles principales en el
fruto de Vanilla planifolia (ac. hidroxibenzoico, ac. vainillico, hidroxibenzaldehido denominados como
compuestos menores, y vainillina). Basados en la concentracidon de dichos fitoquimicos, los autores
distinguieron seis variantes quimicas (quimiotipos). Estos perfiles corresponden a tipos de vainilla con
caracteristicas aromaticas muy especificas (Cuadro 1). El polimorfismo fitoquimico encontrado en el
centro de origen de la vainilla, Totonacapan, sugeria que la presencia de diferentes compuestos
guimicos tiene un antecedente genético que dirige las biosintesis divergentes (Delgado-Alvarado et al.,

2014).
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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 variacidén 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 regiéon Totonacapan (Fig. 9). Estos datos indican que en el posible centro de origen de
vainilla, existe una variacién genética y fitoquimica del germoplasma en dicha especie, generado por

un proceso de seleccion (Salazar, 2011).

Ademas de las diferencias fitoquimicas entre estos genotipos, se ha observado que presentan un
comportamiento contrastante frente a la abscision de fruto inmaduro, donde el genotipo CH | muestra
un bajo porcentaje de caida, mientras que el genotipo CH VI presenta el mayor porcentaje (Salazar et
al., 2016). Por otra parte, el fendmeno de caida del ovario/fruto de V. planifolia ha sido mayor en
algunos afios respecto a otros, relacionado probablemente con las condiciones ambientales; por
ejemplo, los productores comentan que en los afios 2005 y 2017, la cantidad de fruto inmaduro caido

ha sido mayor que en otros afos.

Cuadro 1. Principales caracteristicas de los genotipos de V. planifolia en la regién Totonacapan,
Puebla-Veracruz y localidades complementarias (Salazar-Rojas et al., 2012)

[Ac. p- . . Precipitacion Temperatura
L . . [p- hidroxi [Ac. - Aroma . . .
Quimiotipo  hidroxi . s [Vainillina] Importancia Clima  pluvial anual anual (mes
L. benzaldehido] Vainillico] global . ..
benzoéico] (mm) mas frio)
Notas Humedo
| La mayor Alta Alta Baja dulcesy Bioldgica y 1,751 22°Ca 18°C
florales caliente
Humedo
I} Medio Alta Alta Alta Vainilla Comercial y 1,351 22°Ca 18°C
caliente
Notas Humedo
Media- . ) ) . . Entre1,351y Mayoresa
1 Alta Media-Baja Alta Alta su.tll.e.s a Comercial tlt?lo y 1,751 18°C
vainillina caliente
Notas Caliente
Media- . . Media- . . Entre 1,000y  Mayores a
I\ Baja Media-Alta Baja Baja sutiles a Comercial ) y 2751 22°Cy 18°C
canela himedo
N [V
v Media- Media-Alta Media- Media- dulc;teassa Genética :E}Edo’ Entre 1,351y  18°C o por
Alta Alta Baja oy 3,501 debajo
chocolate caliente
Notas Caliente Arriba de
Variable- i E 1 18°
Vi Bajo Media-Alta Media ariable intensas Comercial y ntre 1,000y 8Cy
Alta a , 4,000 menor a
- himedo N
vainillina 22°C
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Figura 9. Dendrograma de colectas de Vanilla planifolia en la region Totonacapan, Puebla-Veracruz, México,
basado en el promedio de 13 loci microsatélites y agrupamiento por distancias de similitud
(Salazar, 2011; Herrera-Cabrera et al., 2012)

3.2. Ovario, fruto y sindrome de post-polinizacion en Vanilla planifolia

El desarrollo de la flor se puede dividir facilmente en etapas de pre-polinacién y post-polinizacién.
Estas dos etapas principales se definen tanto temporal como funcionalmente, ya que la primera etapa
prepara a los érganos florales para la dispersién y recepcion del polen, mientras que la segunda elimina
ciertos drganos florales y prepara otras para la fertilizacién, la embriogénesis y el desarrollo de los
frutos (O'Neill & Nadeau, 1997).Generalmente, el resultado final de la polinizacion en angiospermas es
la fertilizacién, que conduce a la formacidn de cigotos y posteriormente la embriogénesis. Asi, el ovario
en estas plantas contiene a los dvulos y se transforma en fruto después de la fecundacidn; después de
gue ocurre la doble fecundacion dentro del évulo, éste se transforma en una semilla y el ovario que lo
rodea se convierte en un fruto. En sentido estricto todo fruto es, cuanto menos, un ovario
transformado y que alberga en su interior semillas (Invernén et al., 2012; Ramirez & Goyes, 2004;

Chen, et al., 2018).




A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las angiospermas, la familia Orchidaceae presenta un
largo proceso de fertilizacion que puede tardar entre 45 y 80 dias después de la polinizacién (ddp),
dependiendo la especie. Esto se debe a que, en la transicion de flor a fruto en las orquideas, la
polinizacién y la fertilizacion ocurren en momentos distintos del desarrollo de la planta. La
diferenciacion y el desarrollo de los dvulos en las flores de orquideas dependen de la polinizacion ya
que, el ovario de estas plantas, no tiene évulos o estan inmaduros y es el contacto del polen con el
estigma, la sefial que activa el desarrollo de los évulos de manera sincrénica a la elongacién del tubo
polinico hasta su fertilizacién (Sindrome Post-polinizacién) (Zhang & O’Neill, 1993; O’Neill, 1997;
O’Neill & Nadeau, 1997; Herndndez-Hernandez, 2011; Chen, et al., 2018; Herndndez-Miranda, 2018).
Durante este periodo hay factores ambientales (principalmente temperatura y estrés hidrico) que
afectan la sincronizacion entre la madurez de los 6vulos y el crecimiento del tubo polinico, lo cual
puede interrumpir la fertilizacién de la flor y provocar su abscisiéon (Hernandez-Hernandez, 2011; Chen

& Fang, 2016).

Los frutos climatéricos, como es el caso del tomate, exhiben altos niveles de etileno y respiracién
durante la maduracion, pero en los frutos no climatéricos estos niveles son limitados, sin embargo, es
necesario cierto nivel de percepcidn de etileno para inducir la maduracion de estos frutos. Asi mismo,
las vias independientes del etileno también pueden existir en la maduracidn no climatérica (Aizat et al.,
2013). Los fendmenos de post-polinizacion en orquideas, incluyendo la maduracién de los ovarios y la
diferenciacion de los ovulos, estan regulados por el etileno producido por la flor después de su
polinizacién (Primack, 1985; Tsai et al., 2008). No se sabe si el fruto de V. planifolia es de tipo
climatérico o no, pero se ha encontrado que el etileno tiene un papel importante en la maduracién de

su fruto (Lapeyre-Montes et al., 2010; Odoux, 2010).

En V. planifolia, después de la fertilizacion, el ovario comienza un rapido crecimiento derivado de una
elongacion de las células del endocarpo a través del a cavidad del ovario. La longitud maxima vy el
didmetro del fruto se alcanzan alrededor de 45 dias después de la polinizacién (ddp), en este tiempo

(entre 45 y 55 ddp) ocurre el fendémeno conocido agrondmicamente como “caida prematura del fruto”.
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En el desarrollo normal del fruto, el crecimiento cesa aproximadamente a los 45 ddp y el fruto
comienza un periodo de maduracion que dura aproximadamente de 7 a 9 meses (Hernandez-

Hernandez, 2011; Lapeyre-Montes et al., 2010).

Al respecto, Hernandez-Miranda y col. (2018), analizaron en diferentes tiempos del desarrollo del
ovario de V. planifolia, el patrén de expresién del gen sensible a auxinas: ARF8 (Auxin Response Factor
8), el cual estimula la expresién temprana de un gen relacionado con la madurez de d6vulos vy el
desarrollo del fruto (Fig. 10). Estos autores encontraron en el genotipo CH | altos niveles de expresién
de VpARF8 en la etapa de pre-fertilizacion, mientras que en la etapa de polinizaciéon disminuyen,
debido a que ARF8 actua como factor de transcripcién de genes de desarrollo y maduracién de los
6vulos. Posteriormente, durante la etapa de pre-fertilizacion, los niveles de expresién de VpARF8
volvieron a incrementarse debido a la sefial recibida de los évulos maduros que estdn listos para ser
fertilizados. Finalmente la etapa de fertilizacion se manifesté con un decremento de los niveles de
expresion de VpARF8 después de los 25 dpp, inducido por el incremento en la concentracién de
auxinas, caracteristico de la formacidn de semillas en las etapas de desarrollo y crecimiento de frutos

(Hernandez-Miranda et al., 2018).

En el genotipo CH VI (susceptible a “caida”), no se observaron cambios en los niveles de expresion de
VPpARF8 después de los 25 dpp. Por lo que se sugiere que en dicho genotipo no ocurre la fertilizacién y
esta sefal provoca la abscisién de las flores no fertilizadas. Esto lo convierte en un material mas
susceptible a las modificaciones ambientales provocadas por el cambio climatico bajo las cuales se
prevén incrementos en las temperaturas que podrian afectar la sincronizacion y madurez de los évulos
de este genotipo, también con niveles bajos de la expresién de dicho gen. Esta evidencia molecular
sugiere que el evento reconocido como “caida prematura de fruto” corresponde biolégicamente con la
abscision de flores no fertilizadas por la interrupcién en la transicion de flor a fruto (Fig. 10)

(Hernandez-Miranda et al., 2018).
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Figura 10. Grafico comparativo de los niveles de expresion del gen ARF8 en los genotipos CH-1y
CH-VI en diferentes tiempos y etapas en la transicion de flor a fruto en Vanilla planifolia
1 dia antes de la polinizacién (1dap), en la antesis sin polinizar (A s/p), la antesis una vez polinizada la flor (A p), 1ddp,
10ddp, 25ddp y 45ddp (ddp=dias después de la polinizacién) (Hernandez-Miranda et al., 2018).

Sumado a esto, tampoco es correcto referirse a esta caida como “prematura” ya que, la dispersiéon de
semillas de V. planifolia es dehiscente por lo que de manera natural, no se cae sino que se rasga o
hiende para facilitar el proceso de dispersién de las semillas (Castillo & Engleman, 1993; Vivar, 2004;
Soto & Dressler, 2010; Inverndén, 2012). Por otro lado, se desconoce si los frutos de V. planifolia son
climatéricos o no, sin embargo, se ha encontrado que el etileno es un importante inductor de la

madurez en estos (Lapeyre-Montes et al., 2010; Odoux, 2010).
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3.3. Tejido de unidén entre raquis y ovario/fruto en Vanilla planifolia

Como se menciond anteriormente, la ZA en la mayoria de las especies, se observa como un pequefio
grupo de células redondas y citoplasmaticamente densas (Niederhuth et al., 2013). Esto se ha
observado en el género Populus (Jin et al., 2015) y en las especies Arabidopsis thaliana (Cai &
Lashbrook, 2008), Nicotiana tabacum (Wu et al., 2012) y Rosa bourboniana (Singh et al., 2011), entre
otras. Sin embargo, se ha observado que en V. planifolia no se forma un tejido de abscisién como tal,
ademas de que los genotipos presentan diferencias entre si a nivel histolégico. En el genotipo tolerante
a la abscisién (CH 1), en lugar de una Zona de abscisién, se forma una zona de reforzamiento con alta
concentracion de lignina en las paredes celulares y un mayor niumero de estratos lignificados (Fig. 11.
A), mientras que en el genotipo susceptible (CH VI) se observan menores cantidades de lignina, menos
estratos lignificados y la presencia de células con paredes amorfas; es decir no se forma esta zona de

reforzamiento por lo que se produce una zona de separacién (Fig. 11. B) (Salazar et al., 2016).

Por lo antes mencionado, en esta especie no se puede hablar de una zona de abscisidn, sino mas bien
de una zona de unidn entre el raquis y ovario/fruto, que dependiendo el genotipo y las condiciones
puede derivar en una region tisular de reforzamiento o separacién. En consecuencia se puede asumir
gue las etapas del proceso de abscision presentes en otras especies antes enunciadas, no ocurren en V.

planifolia.

La formacion de dicha zona de reforzamiento en el material resistente (genotipo CH 1), puede estar
relacionado con el giro de 180° (resupinacion) que ocurre en el pedicelo de las orquideas (Dressler,
1981; Ordoiiez, 2016); tal vez a manera de soporte de dicho giro y posteriormente como sostén del

fruto.
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Figura 11. Zona unién entre el raquis y ovario/fruto en Vanilla planifolia
A. Genotipo CH [; B. Genotipo CH VI (Salazar et al., 2016 y comunicacién directa).

3.4. Comparacion diferencial de la expresion génica (transcriptoma) durante el proceso de
abscision en Vanilla planifolia

La descripcion del mecanismo natural que estimula el proceso de abscisidn, se abordé mediante una
comparacion diferencial de la expresion genética (transcriptoma) del tejido de la Zona de Abscisidn
(ahora llamada Zona de unién raquis-ovario/fruto), en dos genotipos de V. planifolia con
comportamiento contrastante frente a la abscision del ovario sin fertilizar (genotipo CH I, tolerante y

sin abscision y genotipo CH VI susceptible, en condicion de abscision).
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Figura 12. Comparacion diferencial de la expresion genética (transcriptoma)
durante el proceso de abscision en Vanilla planifolia
A. Genotipo CH I sin abscisién; B. Genotipo CH VI con abscisién (Salazar et al., 2016).

Salazar y col. (2016) encontraron un patrén diferencial en la expresién de genes y rutas metabdlicas
involucradas en el fendmeno conocido cominmente como “caida de fruto”. En la Fig. 12 se pueden
observar mapas metabdlicos; las lineas verdes sefalan las rutas activas a través del andlisis de los

transcritos de genes encontrados entre condiciones.

38

——
| —



En el genotipo CH | sin abscision, se observd actividad en las vias de biosintesis de metabolitos,
incluyendo la sintesis de lipidos, lignina y reguladores de crecimiento vegetal, tales como auxinas (Fig.
12. A). En contraste, el genotipo CH VI, bajo condiciones de abscisién presentd una disminucion de la
actividad en la biosintesis de metabolitos (i.e. lipidos); un aumento en el metabolismo de etileno y la
interrupcion de la sintesis de auxinas y lignina (Fig. 12. B). Este desbalance entre reguladores de
crecimiento: auxina-etileno, sugirié un sistema de transduccion de senales que llevan a un arresto del

anabolismo, que conduce a la apoptosis celular y abscisién del tejido (Salazar et al., 2016).

3.5. Expresion diferencial de proteinas durante el proceso de abscisidon en Vanilla planifolia

Granados (2016), realizé6 una comparacién de la expresidon de proteinas en la zona de unién raquis-
ovario/fruto (antes mencionada como ZA), en dos genotipos de V. planifolia con comportamiento
contrastante frente a dicho fendmeno (CH | y CH VI). Mediante 2D-SDS-PAGE, se encontraron posibles
proteinas que intervienen en el fendmeno cominmente conocido como “caida de fruto” de V.
planifolia, tales como las relacionadas con la sefializacién de etileno (ETR1, ERS1, ERS2, EIN4 y ER4;
factores de transcripcion de respuesta a etileno (AIL1, AIL6, ERF022, ERF038, RAP2-7, RAP2-13, EIL1,
EIN3); enzimas que intervienen en la biosintesis de etileno (ACO1, ACO3 y MTN2); proteinas de
regulaciéon de auxinas (ARF6 y IAA30); proteinas implicadas en la degradacién proteica mediante
ubiquitinacion; enzimas del metabolismo de lignina (OMT3) y enzimas degradadoras de pared celular.
La mayoria de estas proteinas presentaron expresiéon diferencial en las condiciones contrastantes (con

abscision y sin abscision) (Fig. 13).
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Se concluyé que dentro de las posibles proteinas encontradas, los factores de transcripcion asociados a
etileno tienen mayor influencia en el proceso de abscisidn, debido a la cantidad de posibles proteinas
de este tipo que se presentaron y su alta expresion de algunas de ellas. ACO1 y RAP2-13 presentaron
alta expresiéon y en tercer lugar OMT3, lo que sugiere que, ademas de la sefializacion de etileno; el
metabolismo de la lignina, son importantes en el fendmeno agrondmicamente conocido como “caida

de fruto” (Granados, 2016).

3.6. Ruta de seializacion hormonal y molecular en la abscision entre tejidos

En el proceso de abscisidon, el sistema de senalizacion hormonal esta regulado por funciones tales
como: activacién, inactivacién, sintesis, degradacién y transporte dentro, entre células, érganos y/o
tejidos (la ZA presenta diversas conexiones de plasmodesmos entre células (Sexton & Roberts, 1982;
Tranbarger et al., 2018). En estas rutas, la amplificacidn de la sefial implica la regulacién de la expresion
génica y el transporte inter-tejidos de las hormonas y sus precursores metabdlicos pueden a través del
xilema y el floema para comunicar érganos y activar respuestas influyendo en la actividad de la ZA.
Esto sucede de manera normal y en respuesta a diferentes tipos de estrés, dicha senalizacion se da en

drganos vegetativos y raices, dependiendo el tipo de estrés (Corbacho, 2015; Chen et al., 2018).

De manera general se ha observado que el érgano distal a separarse de la planta (fruto, hoja, flor),
percibe la maduracion o senescencia e inicia la senal de abscision que se transporta hacia la plantay a
la ZA, activando la separacién. En situacidon de estrés, dicho dérgano percibe sequia, salinidad,
temperaturas extremas, baja irradiacion, ataque de patdgenos, etc., entra en senescencia y genera la
sefial de abscisidon que se dirige hacia la ZA activando la abscisién. Esto genera una diferencia en la
expresion de los genes relacionados y la subsecuente concentracion y accion de las hormonas entre

tejidos y érganos (Giovannoni, 2004; Corbacho, 2015; Zhang et al., 2015).
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En este sentido, se han realizado estudios de expresién diferencial entre tejidos, por ejemplo, el
estudio a nivel transcriptomico y metaboldmico en frutos de Fragaria x ananassa (fresa) transgénica
con sensibilidad reducida a etileno, donde se encontré que el patron de expresion de genes implicados
en la percepcion del etileno y de los genes ACC y ACO durante la maduracidn del fruto, es especifico de
la etapa y érgano (aquenio y receptaculo) (Merchante et al., 2013).

Parra (2017), realiz6 un analisis comparativo del transcriptoma en la ZA y en el fruto de olivo (Olea
europaea). Encontré que los patrones de expresion de genes relacionados con etileno y con la
abscision del fruto maduro del olivo, difieren durante la activacion de la ZA del fruto del olivo. Por
ejemplo, se registré una alta expresion de ACO1, ETR1, EIN3/EIL, de miembros de la familia AP2/ERF y
de algunas proteinas degradadoras de pared celular, en la ZA respecto al fruto del olivo. Por su parte,
0eACO2 y OeACS2 mostraron una fuerte asociaciéon con la acumulacién de acido 1-aminociclopropano-

1-carboxilico durante abscision (Parra, 2017).

3.7. Genes que intervienen en el proceso de abscision

3.7.1. Via dependiente de la sefializacion del etileno

3.7.1.1. Genes de respuesta a etileno

Los genes de respuesta a etileno se han estudiado en otras especies, por ejemplo: ERS1, receptor de
etileno se ha descrito en Arabidopsis thaliana (Hall et al., 2000) y estudiados en el género Oncidesa
(Huang et al., 2016); EIN3, regulador de la transduccién de sefiales de etileno, que activa la expresion
de otros factores de transcripcion de genes sensibles a etileno, en A. thaliana (Chang et al., 2013) y en
tomate (Lycopersicon esculentum = Solanum lycopersicum) (Tieman et al., 2001); y ERF, activador
transcripcional que activa una cascada de sefializacién de sintesis de etileno en A. thaliana (Nakano et
al., 2006; Chen et al., 2015), en tomate (Lycopersicon esculentum = Solanum lycopersicum) (Tournier et

al., 2003) y arroz (Nakano et al., 2006).
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3.7.1.2. Genes gue intervienen en la biosintesis de etileno

Otros genes que regulan la biosintesis de etileno son ACO1 y VAS1; la enzima ACO1 cataliza el paso
final de la sintesis de etileno (Jordan & Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006) en Malus domestica
(Costa et al., 2005), tomate (Lycopersicon esculentum = Solanum lycopersicum) (Yokotani et al., 2009) y
en el género Dendrobium (Nagtong et al., 2009). Por otro lado, Zheng y col. (2013), reportaron que
VAS1 parece inhibir tanto la biosintesis de auxina como la biosintesis de etileno en A. thaliana, ya que
encontraron que, los mutantes con pérdida de funcién (vas1-2), contenian cantidades mas altas de
ACC que las plantas de tipo silvestre. No obstante, también encontraron que la enzima VAS1, utiliza
preferentemente a la L-metionina (precursor del etileno), como sustrato donante del grupo amino para
la conversién de 3-IPA, antes que al L-triptofano (precursor de la auxina). Ademas, la L-metionina y el
producto de la desaminacion de L-metionina: KMBA, son intermedios biosintéticos en el ciclo de Yang,
el cual mantiene altas tasas de produccién de etileno. Sus resultados sugirieron que la sobreexpresiéon

de VAS1 atenua preferentemente la biosintesis de etileno.

3.7.1.3. Las condiciones ambientales y el estrés intervienen en la regulacion de estos genes y
modifican su expresion

El etileno afecta a una variedad de procesos a lo largo de la vida de la planta, como la germinacidn de
las semillas, el crecimiento, la formacién de meristemos apicales, la senescencia de drganos, la
maduracién de los frutos, la abscisidn, el gravitropismo y la respuesta a diferentes tipos de estrés; por
lo que, en las plantas, la expresion de genes de respuesta a la sefalizacion por etileno puede verse

modificada durante el estrés fisiolégico (Wang et al., 2013; Dubois et al., 2018).

Por ejemplo, el dominio tipo histidina quinasa de los receptores de etileno realiza autofosforilacién en
un residuo conservado de His en respuesta al estrés ambiental (Wang et al.,, 2013). El gen ERS1

pertenece a este tipo de receptores de etileno (Dubois et al., 2018).
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Por otro lado, se ha reportado que EIN3 puede dirigirse directamente al promotor de ERF y la
expresion de los genes posteriores responde a diversos factores de estrés. Se ha reportado que el gen
EIN3/EIL1 podria actuar como un nodo de integracion de la sefializacién de las hormonas etileno y
acido jazmodnico (AJ) y regular el desarrollo de la planta, asi como de respuesta ante estrés (Zhang et

al., 2009, 2011; Zhu et al., 2011; Wang et al., 2013).

Otros genes inducidos por etileno y por la sefial de estrés, son los genes de la familia ERF; estos son
factores de transcripcién reguladores de la via de sefializacién por etileno y se ha demostrado que
estan involucrados también en varios procesos de desarrollo en plantas (Zhang et al., 2009; Zhu et al.
2010; 2011; Wang et al., 2013). Asi mismo, se ha encontrado que la expresion de genes de las enzimas

de biosintesis de etileno enddégeno, ACCy ACO, es inducida por la sefial de estrés.

3.7.2. Via semi-independiente de la seiializacion del etileno

La via de abscisidn semi-independiente de la sefializacién de etileno, no se ha descrito por completo.
Respecto a los genes que controlan la abscision de manera semi-independiente a la seializacién por
etileno, se ha encontrado en Arabidopsis thaliana que el gen FYF regula negativamente la via de
sefializacion de etileno a través de la represion de la familia de factores de transcripcion EDF, que
promueven la abscision. A su vez, regula la expresion de genes de receptores tipo cinasa como
IDA/HAESA/HSL2 que controla el inicio de la abscision en A. thaliana (Cho et al., 2008; Chen et al.,
2015; Stg et al., 2015; Vie, 2015) y en soya (Glycine max) y tomate (Solanum lycopersicum) (Tucker &
Yang, 2012). En el género Cattleya (Orchidaceae) se encontré que los genes CaFYF1/2 pueden actuar
como represores en el control de la senescencia y la abscision de los drganos florales, similar al papel

del gen FYF en Arabidopsis (Chen, et al., 2018).
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3.7.3. Genes que codifican enzimas degradadoras de pared celular

El xiloglucano es una de las principales hemicelulosas de las paredes celulares primarias, en plantas
dicotileddneas, y puede representar entre 10-20% de los componentes de la pared celular. La
modificacion de la longitud de xiloglucanos durante la expansidn celular estd mediada principalmente
por enzimas XTH a través de la endotransglicosilacion, permitiendo asi que la pared celular se expanda
sin debilitarse. También tienen funciones de degradacién de pared celular y lamina media ((lwai et al.,

2013; Tsuchiya et al., 2015).

Los XTHs pertenecen a una familia multigénica, que desempefian papeles importantes en varios
procesos durante la modificacién y expansién de la pared celular, incluida la abscisiéon de érganos
(Tsuchiya, et al., 2015). XTH3 es un gen miembro de esta familia, ha sido estudiado en Dendrobium
(Phetsirikoon et al.,, 2016), manzana (Taishanzaoxia) (Zhang et al., 2017) y en tomate (Solanum
lycopersicum) (Saladié et al., 2006). Se ha encontrado que el etileno induce la expresidén de los genes
de la familia XTH (Singh et al., 2011; Iwai, et al., 2013; Balaguera-Lopez et al., 2014), por ejemplo en
Sagittaria pygmaea (Ookawara et al., 2005; Dubois et al., 2018), pero también pueden ser activados

mediante la via semi-independiente de etileno (Zhang et al., 2017).

3.8. Analisis de expresion diferencial de genes en Vanilla planifolia, mediante PCR
cuantitativa

Fock-Bastide y col. (2014), identificaron cinco genes clave relacionados con la acumulacién de vainillina
(genes fenilpropanoides) expresados durante el desarrollo del fruto de Vanilla planifolia. Mediante PCR
cuantitativa, evaluaron los perfiles de acumulacién del mRNA de estos genes durante el desarrollo y la
maduracién del fruto. Los genes estudiados fueron los que codifican las tres enzimas de la biosintesis
de fenilpropanoides: PAL, C4H y 4CL; y enzimas relacionadas con el aroma de la vainilla: 4HBS (4-
hidroxibenzaldehido sintasa), enzima encargada de convertir el 4cido p-coumarico a p-
hidrozibenzaldehido de manera no oxidativa y que puede tener un papel en la biosintesis de vainillina y
de las proteinas OMT2 y OMT3, las cuales parecen ser cercanas a las acido caféico O-metiltransferasas

y parecen estar involucradas en la biosintesis de componentes fendlicos y flavondicos.
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En los genes VpPAL1 y VpC4H1 se observd una expresion diferencial de 3 a 8 meses después de la
polinizacién. VpPAL1 fue regulado progresivamente, alcanzando el nivel de expresién mdaximo en la
madurez y mostrd una correlacion positiva con la maduracion y la acumulaciéon de vainillina. Por el
contrario, los genes que codifican 4HBS, C4H, OMT2 y OMT3 no mostraron un aumento significativo en

los niveles de expresion después del cuarto mes posterior a la polinizacién (Fock-Bastide et al., 2014).

4. JUSTIFICACION

Durante varios anos, V. planifolia ha presentado un incremento de lo que se conoce agrondmicamente
como abscisién o caida frutos inmaduros. Dicha problematica derivd en una disminucién en la
produccidn de vainilla de 90% aproximadamente, siendo hoy la principal causa de la baja produccién
de vainilla en México.Dada la importancia econdmica, cultural, social y ecolodgica de la vainilla, es
necesario comprender el mecanismo molecular involucrado en la abscisién de ovarios no fertilizados
de este recurso fitogénetico, con el propdsito de obtener a mediano plazo estrategias que permitan
controlar el proceso de abscisidon para incrementar la productividad del cultivo a nivel nacional y

contribuir a la conservacion del germoplasma.

5. HIPOTESIS

Dada su actividad bioldgica reportada en la bibliografia, se espera que la via dependiente de la
sefializacion del etileno (genes VpERS1, VpEIN3, VpERF, VpACO3 y VpVAS1), asi como el gen
degradador de pared celular (VpXTH3), se encuentren inducidos (con mayor ER), principalmente en el
genotipo CH VI (condicion de abscisidon), en la zona de unidn raquis-ovario/fruto y en el afio 2017 (con
mayor porcentaje de abscision); respecto a la via semi-independiente de la sefializacién del etileno
(genes VpFYF y VpHSL2). Ya que se espera que la abscision del ovario no fertilizado en V. planifolia esté
regulada principalmente por la via dependiente de etileno y que tanto la comunicacidn entre tejidos,

como las diferentes condiciones climaticas entre afios, favorecen la expresion de esta via.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Analizar la expresién relativa de los transcritos de genes relacionados con las vias dependiente
(VpERS1, VPpEIN3, VpERF VpACO3, VpVAS1) y semi-independiente (VpFYF, VpHSL2) de la sefalizacién
del etileno y de la enzima degradadora de pared celular (VpXTH3) y comparar esta expresién entre las
siguientes variables: genotipos (CH I, tolerante, sin abscision y CH VI, susceptible en condicion de
abscision); tejidos (zona de unién raquis-ovario/fruto y Ovario adyacente a esta zona) y afios (2016,
aflo con menor cantidad de abscisidon y 2017, afio con mayor porcentaje de abscision), para conocer

los patrones de expresién de dichos genes en V. planifolia.

6.2. Objetivos particulares

° Conocer y describir los patrones de expresion de los genes implicados en las vias de

abscision (via dependiente y semi-independiente de etileno) de ovario no fertilizado de V. planifolia a

través de la cuantificacidn de su expresidn relativa mediante qPCR.

° Comparar dichos patrones de ER entre las variables:

o Entre dos afios (2016- con menor porcentaje de abscisién y 2017-con mayor porcentaje

de abscision).

o Entre dos genotipos (CH I-tolerante y CH VlI-susceptible) de V. planifolia.

o Entre dos tejidos (zona de unién ovario/fruto-raquis y ovario adyacente a esta zona) de

V. planifolia.
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7. MATERIAL Y METODOS

A continuacion se describen el disefio experimental (Fig. 14) y los métodos utilizados (Fig. 15) para

cumplir con los objetivos de este proyecto de investigacion.

Vias de sefializacion aestudiar mediante el andlisis de trasncritos Tejidos  Genotipos Condicion  Tiempo  Localidad genotipos
Via dependiente de etileno Via semi- 2016 (menor abscisidn)|  Zu CH-l |Sinabscision | 45ddp Pantepec (Pug)
Enddgeno Exogeno independientede 2017 (mayor abscisién)|  Ov CH-VI |Conabscision| 45ddp | SanRafael (Ver)

Figura 14. Diseiio experimental para el andlisis de expresion de genes relacionados
con el proceso de abscisidn del ovario no fertilizado de Vanilla planifolia

Colecta de material biolégico Extraccion de RNA Sintesis de cDNA Cuantificacion relativa Analisis bioinformatico

/ \ Disefio de primers LingRegPCR
. qPCR XLSTAT
Zu: Zona uniGn ovario-raquis House keeping (Actina) Geneious

Ov: Ovario adyacente a Zu

Figura 15. Métodos utilizados en el analisis de expresion de genes relacionados
con el proceso de abscisidn del ovario no fertilizado de Vanilla planifolia

7.1. Seleccidn de genes a analizar. Se realizdé una busqueda bibliografica de los genes expresados en
las vias etileno-dependiente y etileno-independiente asi como la separacién celular en la ldamina media,
respectivamente. De éstos se eligieron los genes que, segin su funcion, tienen un papel relevante en
dichas vias. Otro criterio de seleccidn fue la presencia de las proteinas de estos genes en el andlisis
protedmico previo de Granados (2016), se eligieron los que presentaron mayor expresion bajo

condiciéon de abscision.
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7.2. Diseiio de primers. Las secuencias de los genes a analizar fueron buscadas en las bases de datos
GeneBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov),
Phytozome v12.1 (phytozome.jgi.doe.gov) y/u Orchidstra 2.0. (especializada en la familia Orchidaceae)
(orchidstra2.abrc.sinica.edu.tw); se descargaron secuencias de genes de especies pertenecientes a la
familia Orchidaceae o en su defecto, de alguna familia del Superorden Lilianae o de alguna especie con
la mayor cercania filogenética posible (Anexo 2). A través de Geneious se corrobord en la base de

datos Uniprot (www.uniprot.org) que la traduccién de la secuencia de la proteina hipotética

correspondiera con la secuencia referencia.

Estas secuencias se ingresaron en las bases de datos de nucledtidos antes mencionadas, para realizar
una segunda busqueda de secuencias homélogas en la familia Orchidaceae (Anexo 2), mediante la
herramienta BLAST (Benson et al., 2008). Los criterios de seleccidn de las secuencias ademas de su
relacion filogenética, fueron valores del 80% o mas para Ident y Query cover y de 0.0 en E value

(https://bioinformaticancbi.wordpress.com).

Con ayuda del Software Geneius® 9.0.4., las secuencias seleccionadas se mapearon y contrastaron en
el transcriptoma de la Zu del genotipo CH I sin abscision y de la Zu del genotipo CH VI en condicién de
abscisidon de V. planifolia. Esto para obtener secuencias consenso y utilizarlas a manera de sonda en la

busqueda de contigs ensamblados en el transcriptoma antes mencionado.

A partir de las secuencias de los contings para cada gen, se disefaron los primers en el programa en

linea PRIMER 3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) y en Geneius® 9.0.4. Las

caracteristicas de los primers disefiados fueron: longitud de 21nt, Tm de ~60°C, 50% de GC y un
producto de amplificacion de 80 a 120pb. Una vez disefados, se ingresaron las distintas propuestas de
primers y se evaluaron varios parametros mediante el simulador en linea OligoAnalyzer 3.1-Integrated

DNA Technologies (www.idtdna.com/calc/analyzer), para corroborar su especificidad y verificar que no

formaran homodimeros y/o heterodimeros (Owczarzy et al., 2008).
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Segln estos criterios, se eligieron los primers con mejores caracteristicas (Cuadro 2). Los

oligonucléotidos de estos cebadores fueron sintetizados por el laboratorio Sigma-Aldrich.

7.3. Material bioldgico. La colecta de material bioldgico se realizé en el mes de Mayo de 2016 y 2017.
En el afio 2017, se registraron altos porcentajes de abscision de ovario no fertilizado (cominmente
conocido como “caida de fruto”), a diferencia del afio anterior (comunicacion directa de los
productores). Para la condicidn de caida, se muestrearon los tejidos del genotipo CH VI (susceptible), al
momento de la ocurrencia de la abscisién del ovario no fertilizado (45 dias); mientras que para la
condicién sin caida, se colectaron tejidos del genotipo CH | (tolerante) a los 45 dias después de la
polinizacién. Se realizaron tres réplicas experimentales para cada afio de colecta, genotipo y condicidn.
El genotipo CH | se colecté en la localidad de Pantepec, Puebla y el genotipo CH VI en Puntilla Aldama,
Veracruz. Para cada genotipo se tomaron muestras del tejido o zona de unidn raquis-ovario/fruto (Zu)
y del ovario adyacente a esta zona (Ov), es decir, la seccién del ovario inmediata a la Zu (Fig. 16). Las
muestras se etiquetaron y se conservaron tanto en nitrégeno liquido como en una solucién de

preservacion RNA later (QIAGEN).

7.4. Extraccion de ARN total. Para la extraccion de RNA total con el Kit ZR Plant RNA MiniPrep (Zymo
Research, siguiendo las instrucciones del fabricante) se emplearon 30 mg de tejido fresco los cuales se
maceraron con nitrégeno liquido. Para eliminar remanentes de DNA gendmico, al RNA obtenido se le
realizd un tratamiento con DNAsa I: el RNA se precipitéd en 20 pl de acetato de sodio 3 My 60 ul de
etanol a 4°C, al 100%, durante 12 horas a -80°C; pasado este lapso, se descarté el etanol y la pastilla se
resuspendié en 20 ul de agua libre de nucleasas. Una vez obtenido el RNA se visualizd en geles de

electroforesis a 1.4% para confirmar la presencia e integridad del RNA en la muestra.

7.5. Sintesis del cDNA. Para la sintesis del cDNA se utilizd el Kit Thermo Scientific RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Fischer), utilizando oligodT. El producto obtenido fue utilizado como templado

para la reaccién de PCR en tiempo real.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los primers disenados para el analisis de la ER de los genes relacionados con la abscision de ovario no fertilizado en V. planifolia

Via de . Tamaiio Tm Tamafio del G/C S
R, Gen Funcidén o producto Secuencia primer
sefalizacion (pb) (°C) (%)
(pb)
Receptor de etileno.
VDERS1 Metaloproteina tipo protein-cinasa. 21 60.40 99 52.38 5- CTGTTGCACTTTCTCATGCGG -3’
p (Taylor & Whitelaw, 2001; Wang et al., 2013; Eccher, 21 59.59 52.38 3’- CCTCCCTGCGTGCTAAATCTA -5’
2015; Chen, 2015; Huang et al., 2016)
Regulador positivo de la transduccidn de sefiales del etileno,
activa la expresion de otros FT de genes sensibles a etileno.
VDEIN3 Factor de Transcripcion. 21 59.86 113 52.38 5'- GTGGATATGATGGCTGTGGGT- 3’
p (Taylor & Whitelaw, 2001; Barrera-Ortiz et. al., 2012; 21 60.68 52.38 3’- CTATGTGCCGGCTCAACAGAA- 5’
Wang et al., 2013; Chen, 2015; Tucker & Kim, 2015;
Huang et al, 2016).
Dependiente de AcAtl\f\dor transcrlpdcu;nal. Fiefylaqf)nfe Ila :xprejlont.?enlca.
del etileno — e e o tramariocion, e 21 59.93 0 57.14 5'- GGATGTAGTGGTAGTCGGCAG -3
(Weber & Hellmann, 2009; Nakano et al., 2013; 21 60.13 57.14 3’- CTGGAGGTGCTCTTCTGGATG -5
Chen, 2015).
Cataliza el paso final de la sintesis del etileno a partir de 1-
VoACO1 Aminociclopentano-carboxilato (ACC). 21 60.13 87 52.38 5’- CCCGGTAATCAACATGGAGCT- 3’
P Oxidasa. 21 59.93 47.62 3’- AAACCCCAATTTTCACAGGCG-5"
(Jordan & Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006).
VovAS] Interruptor del ffﬁi:oe:fabrzézcr’ai: auxina y etileno. 21 59.93 13 5238 5'- AGAAGAACCCCAAGCTCAAGG -3
P - 21 60.07 57.14 3’- CTTCAAGGTCGTCTCCCTCAC -5
(zheng et al., 2013).
Ruta de abscision semi-independiente de etileno. Regula
Ambas vias negativamente la via de sefializacion del etileno a través de la
Gomiemey ot Gmek a0 sa s Gunewcrossss
independiente de IDA/HAESA/HSL2, que controla el inicio de la abscision. 21 60.34 52.38 3~ CTGAGAGCTCGAAGGLC =
etileno) Factor de transcripcidn.
(Chen, 2015).
Controla inicio de abscision mediante ruta IDA/HAESA/HSL?2.
. 21 . 47.62 - AAGCACGTCATGAAGCAAACC-
etileno (Chen, 2015; Tucker, 2012; Cho et al., 2008; Vie et al., 2015; 60.0 6 3'- AAGCACGTCATGAAGCAAACC-S
Stg et al., 2015).
dAmbE:_ vias Protedlisis celular. Degradacion de pared celular y ldmina
( epe;zmuie_nte ¥ VoXHT3 media. Remodelacion de la pared celular. 21 60.06 103 57.14 5°- CCAGCTCCTCACTCTCTCTCT -3°
. . P Hidrolasa. 21 60.2 52.38 3’- GGGTACGAGCTTGATCTGCAT-5"
independiente de . —
etilena) (Tucker & Kim, 2015; Phetsirikoon et al., 2016).
House keeping . 22 60.1 52.4 5’-GGGTTACTCCTTTACGACCACA-3’
vpACT Gen de referencia 20 60.0 52.5 5'-GCTGCTCTTCGCTGTGTCAA-3’




7.6. Verificacion de hibridacién primers diseiiados/cDNA y amplificacion de los genes. Se realizé PCR
punto final mediante el Kit MyTag™ DNA Polymerase (BIOLINE). La mezcla de reaccion se incubd en un
termociclador T100 Bio-Rad para 35 ciclos de reaccion ajustado a muestras de 10 pl. Cada ciclo
consistié en: la activacion de la Taq polimerasa 1 min a 95°C; la desnaturalizacidon 15 seg, 95°C; el
alineamiento a 60°C por 15 seg y la extension 10 seg a 72°C. Los productos de PCR se visualizaron en

geles de electroforesis en geles de agarosa a 1.7%.

Zona de unidn
raquis- ovario/fruto
(zu)

Ovario adyacente
(ov)

Frutos

Figura 16. Tejidos colectados para el analisis de genes relacionados con la abscision de ovario no fertilizado de
Vanilla planifolia A. Esquema del fruto de V. planifolia; B. Fotografia del fruto de V. planifolia

7.7. PCR en tiempo real (QRT-PCR). Para la reaccién de gPCR se utilizé el Kit Mdxima SYBR® GreenROX
gPCR Master Mix (Thermo Fischer) ajustado a 10 pl con 1ul de cDNA por reaccion en un termociclador

StepOne™ Real-Time PCR System. El programa a seguir fue: un ciclo inicial a 95°C durante 10 min,
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seguido por 45 ciclos de 15 seg a 95°C; 1 min a 60°C; 15 seg 95°C; 1 min, 60°Cy 15 seg a 95°C. El equipo
arroja los valores de Ct (cycle threshold), de la cinética de amplificacion de cada uno de los genes, los
cuales fueron exportados a una hoja de calculo de Microsoft Office Excel para su analisis
correspondiente con ayuda del programa LingRegPCR: Analysis of cuantitative RT-PCR Data v3.0.0. La
expresion (E) se calculd de acuerdo con la férmula: E= Peff (-ACt) (Pfaffl, 2004), donde Peff es la
eficiencia de amplificacién, calculada en el programa LingRegPCR. Los niveles de expresidon se indican
como Expresion Relativa, ya que para la normalizacidon de los datos se utilizd la expresién del gen

constitutivo o housekeeping de la proteina Actina (ACT).

7.8. Anadlisis de resultados. No se realizé un Analisis de Varianza (ANOVA) y por lo tanto no se
establecieron diferencias significativas entre la ER de los genes, debido a que el objetivo era analizar y
comparar patrones de expresion de las vias implicadas, entre las diferentes situaciones (afos,
genotipos y tejidos), en cambio se utilizaron herramientas de andlisis multivariado de conglomerados y

su representacion grafica: heat map en el recurso en linea: http://www.heatmapper.ca/expression/.

También, mediante XLSTAT, se realizd un Analisis de Componentes Principales para encontrar
correlaciones positivas o negativas entre muestras de anos, genotipos y tejidos. Se le denomina alta

expresion, induccidn o sobre-expresidon a aquellos genes que presentan un alto ndmero de transcritos.

7.9. Relacion de los resultados de ER con las condiciones climaticas de cada afio. Para conocer si
existe una diferencia significativa entre las condiciones ambientales de cada afio, se comparé la
desviacién estandar (en Microsoft Excel) para cada dato meteorolégico entre el afio 2016 y 2017
(Anexo 3). Este andlisis se realizé para cada genotipo. Se obtuvieron los datos mensuales para Abril,
Mayo y Junio del afio 2016 y el afio 2017 de temperatura (minima, maxima y media); precipitacién
(minima, maxima vy total) y evaporacion (maxima, minima, media y total) (Anexo 3)

(http://smn.cna.gob.mx; solicitados via correo electrénico a la ventanilla Unica de la Coordinacidon

General de SMN, CONAGUA).
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Se utilizd la informacion de las estaciones meteoroldgicas mas cercanas a los puntos de colecta, con
informacién disponible. Para el genotipo CH | (tolerante a la abscision), ubicado en el Municipio de
Pantepec (Estado de Puebla), se utilizaron los datos de la estacién “Ameluca”, localizada en este mismo
Municipio. Por su parte, el genotipo CH VI (susceptible a la abscision), se encuentra Puntilla Aldama (20
msnm), Municipio San Rafael (Estado de Veracruz). Algunos de los datos meteorolégicos de las
estaciones ubicadas en dicho Municipio, no se encuentran disponibles, por lo que se tomaron de
referencia los datos de la estacion meteoroldgica mas cercana y con altitud similar (10 msnm),
denominada “El Raudal”, localizada en el Municipio de Nautla (Estado de Veracruz)

(http://smn.cna.gob.mx).

8. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Existen respuestas diferenciales en los patrones de expresion relativa entre los genes de
las vias de abscision dependiente y semi-independiente de etileno en la abscision de ovario
no fertilizado de V. planifolia

Coémo analisis preliminar se muestran los valores de ER obtenidos mediante el analisis de gPCR (Anexo
1y Fig. 17); estos resultados muestran el comportamiento individual de los genes, pero debido a que
el objetivo era analizar y comparar patrones de expresion de las vias implicadas entre las diferentes
variables (afios, genotipos y tejidos), se utilizaron herramientas de andlisis multivariado, en lugar de

Andlisis de Varianza (ANOVA).
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Figura 17. Expresion Relativa de los genes relacionados con la abscisién
de ovario no fertilizado de Vanilla planifolia

Por lo tanto, para una mejor explicacion bioldgica de los patrones de expresién de dichas vias y entre
las variables, los datos se presentan en graficos tipo heat map y ACP, herramientas que permitieron

encontrar estos perfiles de expresion.

Los heat maps muestran el patrén de ER de los genes estudiados; cada cluster o agrupamiento indica
un perfil de expresién, indicando que los genes dentro de cada grupo tienen una expresion muy similar
en todos los genotipos y condiciones. El color azul oscuro, indica expresion alta; el azul agua, expresion

media; el verde oscuro, baja expresion y el negro que no hubo expresién génica.

Los genes que presentan un comportamiento similar entre si son VpACO1l y VpERS1 y en otro
agrupamiento VpERF y VpHSL2. Estos genes se agrupan de la misma forma en ambos afios aunque con

valores de ER opuestos entre afios (Fig. 17, marcos azules).
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Para analizar los patrones de expresion de los genes relacionados con la abscision de ovario no
fertilizado en V. planifolia, en los diferentes afios y tejidos, se utilizaron los dos primeros componentes
del ACP que, en proporcion acumulada, explica el 87.51% de la varianza de los datos (57.50 el primer
componente y 30.01% el segundo). En el grafico de doble proyeccién (Fig. 18) podemos visualizar tanto

el grafico de puntuaciones (puntos azules) cdmo el grafico influencias (lineas verdes).

El grafico de puntuaciones representa la estructura del comportamiento de los tejidos en ambos afios,
determinada por la ER de los genes. En la Fig. 18, se pueden observar cuatro agrupaciones de puntos,
estas distribuciones separadas indican patrones de comportamiento de los datos. Del lado izquierdo
(2° y 3° cuadrantes), observamos los datos del afio 2016, y del lado derecho (1° y 4° cuadrantes) los del

ano 2017. Ambos anos presentan dos grupos de datos en cuadrantes opuestos.

8.1.1. Via dependiente de la sefializacion del etileno

En el grafico de ACP (Fig. 19), se observa que los genes que determinaron el patrén de expresion en el
afio 2016 fueron VpACO1, VpERF y VpERS1 mientras que, para el afio 2017 fueron VpVAS1, VpEIN3,
VpHSL2 y VpFYF. Los resultados para VpXTH3 se analizan aparte, ya que este gen puede ser regulado
por la via dependiente y semi-independiente de etileno, ademas de que, segun el grafico de ACP, no
contribuye a explicar los patrones de expresién en ninguna condicién. La importancia biolégica de

estos patrones se discute a continuacion.

8.1.1.1. Genes de respuesta a etileno

Cémo se menciond en secciones anteriores, la actividad de ERS1 es dependiente de la concentracidon
de etileno exdégeno, a altas concentraciones de la hormona, la sefializacion de este receptor es
bloqueado (Hall et al., 2000; Liu et al., 2010). La baja expresiéon de VpERS1 en el Ov del genotipo CH VI
en ambos afos y del genotipo CH | en 2017 (Figs. 17 y 18 y Anexo 1), sugieren la actividad por altas

concentraciones de etileno exégeno en esos tejidos.
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Figura 18. Heat map de la Expresion Relativa de los genes irelacionados conla abscisidn de ovario no fertilizado de Vanilla planifolia
A. Resultados obtenidos del material colectado en el afio 2016. B. Resultados obtenidos del material colectado en el afio 2017 (con gran porcentaje de
caida de ovario no fertilizado. CH | Ov: Ovario adyacente en genotipo CH |; CH | Zu: zona de unidn entre el raquis y ovario/fruto en genotipo CH |; CH VI
Ov: Ovario adyacente en genotipo CH VI; CH VI Zu: zona de unidn entre el raquis y ovario/fruto en genotipo CH VI. (*): Genes con mayor expresion.
Rectdngulo anaranjado: Indica el contraste del patron de expresién en CH VI Zu. Los niveles de ER estan representados en un gradiente de color:
tonalidades azules indican alta ER; tonalidades verde agua: ER intermedias, tonalidades verde: ER baja y negro: no expresion.
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Figura 19. Grafico de doble proyeccion del Analisis de Componentes Principales
de la Expresion Relativa de los genes relacionados con el proceso de abscision de ovario no pfertilizado de Vanilla planifolia
CH 1 Ov: Ovario adyacente en genotipo CH I; CH | Zu: zona de unidn entre el raquis y ovario/fruto en genotipo CH |;
CH VI Ov: Ovario adyacente en genotipo CH VI; CH VI Zu: zona de unidn entre el raquis y ovario/fruto en genotipo CH VI.
Puntos azules: Grafico de puntuaciones (Tejidos de ambos genotipos, en los diferentes afios);
Lineas verdes: Grafico de influencias (genes).
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Se esperaba mayor actividad de VpERF, especialmente en el genotipo CH VI Zu, afio 2017, sin embargo,
no se obtuvieron los resultados esperados para este gen (Figs. 17 y 18 y Anexo 1). Esto puede deberse
a que existen otros factores de transcripcién de respuesta a etileno con funcién redundante, tales
como: EDF, AP2, RAP, entre otros (Wang et al., 2013; Chen et al., 2015), los cuales pueden estar

actuando en dicha respuesta en V. planifolia.

El gen EIN3 codifica un factor de transcripcion y regulador positivo de la transduccion de sefiales del
etileno, activando la expresién de otros FT de genes sensibles al etileno (Taylor & Whitelaw, 2001;
Barrera-Ortiz et. al., 2012; Wang et al., 2013; Chen et al., 2015; Tucker & Kim, 2015; Huang et al.,
2016). VpEIN3 presentd alta expresién en el Ov del genotipo CH VI en ambos afios, y del genotipo CH |
en 2017 (Figs. 17 y 18 y Anexo 1); la alta expresion de VpEIN3 y de VpVAS1 en los tejidos y condiciones
donde la expresién de VpERS1 y de VpACO1 es baja, indica que en el Ov del genotipo CH VI en ambos

afios, y del genotipo CH | en 2017, la via de sefializacion de etileno exdgeno esta activa (Fig. 19).

8.1.1.2. Genes de regulacidon de biosintesis de etileno

Se ha encontrado que el gen VAS1, es un enlace metabdlico entre auxina y etileno, regulando
negativamente la biosintesis de ambas fitohormonas, principalmente del etileno, ya que prefiere a la
metionina (precursor del etileno) como donador de grupo amino para la conversién de 3-IPA, antes
que al L-triptofano (precursor de la auxina) (Zheng et al., 2013). En este estudio, se observa mayor
expresion de este gen en el Ov del genotipo CH VI en ambos afios, y del genotipo CH | en 2017 (Figs. 17
y 18 y Anexo 1). Por su parte, la enzima ACC oxidasa (ACO1) cataliza la reaccidn final para la biosintesis
de etileno (Jordan & Casaretto, 2006; Taiz & Zeiger, 2006; Balaguera-Ldpez et al., 2014). VpACO1 estd
inducido en la Zu de ambos genotipos en ambos anos (Figs. 17 y 18 y Anexo 1). La alta expresion de
VPERS1 y VpACO1 en los tejidos y condiciones donde la expresion de VpEIN3 y de VpVAS1 es baja,
indica que en la Zu de ambos genotipos, en ambos afios, y del genotipo CH | en 2016, la via de

sefializacion de etileno enddgeno estd activa (Fig. 19).
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8.1.2. Via semi-independiente de la seializacidn del etileno

En estudios anteriores, se ha sugerido que FYF regula negativamente la via de sefializacidn del etileno a
través de la represion del factor de transcripciéon que promueve la abscisién -familia EDF- (Xie et al.,
2014; Chen et al., 2015), por lo que se esperaba baja ER de VpFYF, en aiio 2017, genotipo CH VI, en
especial en la Zu y alta ER en el genotipo CH I. No obstante, los resultados en V. planifolia no coinciden
con la literatura, ya que se observod una alta expresién de VpFYF en el aio 2017. El valor de expresidon
de este gen en la Zu del genotipo CH VI fue de los mas altos, lo que implica un comportamiento

diferente en V. planifolia (Figs. 17 y 18.B).

De igual manera, dada la regulacion génica reportada en bibliografia, se esperaba que el gen VpHSL2,
disminuyera cuando VpFYF tuviera mayores niveles de expresién, sin embargo, el comportamiento de
estos genes fue diferente en V. planifolia (Fig. 17 y Anexo 1). También se observo que la expresion mas

baja de HSL2 en todos los tejidos, condiciones y afios, respecto a los otros genes.

Los patrones de expresidn antes mencionados, pueden deberse a que FYF esté reprimiendo la
actividad de VpHSL2 (ocasionando valores bajos de este gen en todos los afios, condiciones y tejidos) y
la relacién del nivel de expresidon entre VpFYF y VpHSL2, puede estar ocurriendo mediante un
mecanismo de retroalimentacién aun no descrito, es decir, que el aumento del nivel de expresién de
VpHSL2 pudiera activar la sefializacidén para el aumento en la expresién de VpFYF. Aln se desconocen
algunos genes rio abajo de la via de sefializacién por gen FYF y su funcién, por lo que no se puede

explicar por completo su comportamiento.

Por su parte, en el patrén de expresion global se observd que estos genes de la ruta de abscisién semi-
independiente de etileno, estdn relacionados con la via de etileno exdgeno (alta expresidon de VpFYFy
VpHSL2 en los mismos tejidos y condiciones donde VpEIN3 presenta alta expresion y VpERS1 baja

expresion) (Fig. 19, 1° y 3° cuadrante).
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Esto puede deberse a lo reportado por Meir y col. (2019), quienes sugirieron que la expresion espacial
del gen AtIDA en la ZA de Arabidopsis esta regulada por etileno, ya que se encontré que esta
fitohormona regula al alza a los ortélogos de IDA en otras especies de plantas: peciolos y l[dminas
foliares en soya (Glycine max) (Tucker & Yang, 2012); frutos de la palma aceitera (Elaeis guineensis)
(Stg et al., 2015); ZA del pedunculo del fruto en litchi (Litchi chinensis Sonn.) (Ying et al., 2016), asi

como en la ZA en flores de altramuz (Lupinus luteus) (Wilmowicz et al., 2018).

La expresion del gen IDA en la ZA de los érganos florales de Arabidopsis es promovida por el etileno,
pero el etileno puede no ser esencial para la continuidad de su expresidén durante la abscisién (Butenko
et al.,, 2006). Basado en las observaciones anteriores, se puede concluir que, como se sugirio
recientemente, el complejo IDA-HAE-HSL2 no estd involucrado en la induccién real en la ZA de los
procesos de abscision de drganos, pero regula etapas posteriores del proceso. El modelo de la
abscision del drgano floral de Arabidopsis aun no se puede aplicar fielmente a otras especies de

plantas (Meir et al., 2019).

8.1.3. VpXTH3, gen que codifica una enzima degradadora de pared celular

Uno de los valores mas altos de expresion fue el del gen VpXTH3 en CH | Ov del 2016 (Figs. 17 y 18.B y
Anexo 1), que codifica una enzima degradadora y remodeladora de pared celular y l[dmina media
(Phetsirikoon et al., 2016). Se ha encontrado que los genes de la familia XTH pueden ser sensibles a la
sefializacion por etileno (Singh et al.,, 2011; Iwai, et al., 2013), pero también pueden ser activados

mediante la via semi-independiente de etileno (Zhang et al., 2017; Meir et al., 2019).

Consistente con lo encontrado en este estudio, se ha encontrado que la expresion del gen XTH3
durante la maduracién y la abscisién del fruto, puede diferir entre genotipos y/o especies, en funcién
de las modificaciones de la pared celular realizada por las enzimas relacionadas (Zhang et al., 2017). En

una seccién posterior se discuten estos resultados en relacidén con el tipo de tejido donde se expresa.
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8.2. Existen respuestas diferenciales en los patrones de expresidn de las vias de abscision
dependiente y semi-independiente de etileno en la abscision de ovario no fertilizado de V.

planifolia, entre afios

En la Fig. 18, (heat map) se puede observar el patrén de expresion de los genes estudiados. Se
esperaba que la expresion de todos los genes se encontraran con alta expresién en la Zu del genotipo
CH VI (a excepcidn de VpFYF). Los resultados del nivel de ER de los genes VpERS1, VpEIN3, VpACO1,
VpVAS1 y VpHSL2, en el afio 2016 presentaron este comportamiento esperado (tonalidades azul), y la
ER de los factores de transcripcion VpERF y VpFYF fue contraria a lo esperado (Fig. 18.A). Mientras que,

en el ailo 2017, la ER de todos los genes fue contraria a la esperada (Fig. 18.B).

Los genes de respuesta a etileno que definen el patrén de expresidn para afio 2016, fueron VpACO1
(gen de la enzima de la biosintesis de etileno interno), VpERF (gen de un factor de transcripcién de
respuesta a etileno) y VpERS1 (gen del receptor de etileno) (Fig. 19, 2° cuadrante). Estos resultados
sugieren gque en anos con comportamiento “tipico” ante el fendmeno conocido agrondmicamente
como caida del fruto (2016), la via metabdlica reguladora es la del etileno endégeno como posible

respuesta a la baja concentracién de etileno exégeno.

En el afio con mayor porcentaje de caida (2017), los genes de respuesta a etileno que determinan el
patréon de expresion génica, fueron: VpEIN3 (factor de transcripcidn de respuesta a etileno) y VpVAS1
(regulador de las rutas hormonales) (Fig. 19, 1° cuadrante), lo que sugiere que, bajo las condiciones
meteoroldgicas del afio 2017 (discutidas mas adelante), la via de regulacion predominante fue la de

etileno exégeno, posiblemente en respuesta a estrés.
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La ER contrastante de los genes encontrada entre las muestras del afio 2016 y 2017 en el fruto de V.
planifolia, podria explicarse mediante las condiciones ambientales presentadas en cada afo, ya que,
como se sefalé anteriormente, se ha reportado que tanto la sefial de abscisién, como de los genes de
respuesta a etileno, puede modificarse derivado del estrés provocado por diversos factores
ambientales (Zhang et al., 2009, 2011; Zhu et al., 2010; 2011; Wang et al., 2013; Dubois et al., 2018;
Yang et al., 2018).

Las diferencias mas significativas de las condiciones climdticas entre afios, para ambas localidades
fueron la precipitacién mdxima y total y la evaporacién total (para los tres meses, Anexo 3, en negrita).
Al parecer los factores relacionados con la humedad podrian ser importantes en el proceso de
abscision; contrario a lo que ocurre con la temperatura, ya que sélo se presentaron diferencias
significativas para la temperatura maxima entre afios, para la estacion “Ameluca” (genotipo CH 1)

(Anexo 3, en negrita).

No obstante, los dias de maxima temperatura son diferentes entre afios, en todos los meses (a
excepcion de Abril en Pantepec) (Anexo 3, en negrita); estas diferencias entre datos sugieren que el dia

gue presente la maxima temperatura, puede ser relevante para la regulacidn de la sefial de abscision.

Consistente con estos resultados, se ha observado que el amarilleo y la caida del ovario/fruto de V.
planifolia se manifiestan a altas temperaturas (mayores a 322C) durante los meses de luz solar intensa
y ocurre en mayor volumen cuando ocurren fuertes lluvias en un dia y al siguiente se registra una
elevada temperatura. Esta caida ocurre en los primeros 2 meses después de la polinizacion,
principalmente en junio, mes con lluvias fuertes (Hernandez-Hernandez, 2011; comunicacion directa
con productores). El material utilizado en el presente trabajo, corresponde a este periodo de dos

meses.
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Debido a la alta precipitacion y evaporaciéon registradas en el afio 2017, el estrés que enfrenta V.
planifolia, podria ser por humedad alta, por lo que la baja ER de la red génica de la via dependiente de
etileno, encontrada en los tejidos colectados en el afio 2017, puede deberse a lo que se ha reportado
del etileno y el estrés hidrico (Salazar et al, 2015). Cuando existe alta evaporacién, aumenta la
concentracion del etileno en el suelo y en concentraciones demasiado elevadas, esta hormona gaseosa
puede ser tdxica. Algunas plantas en respuesta, buscan la detoxificacion mediante la eliminacién de
etileno. Posiblemente en V. planifolia, en el afio 2017, la actividad de los genes de la via del etileno
enddgeno se ve reducida (especialmente del gen de biosintesis de etileno enddégeno, VpACO1) como

estrategia para limitar la concentracion de esta hormona (Jiménez et al., 2012).

En el presente estudio, los genes que presentaron mayor diferencia entre afios son: en la Zu, genotipo
CH I: VpFYF (aumento) y VpXTH3 (disminucién); en el Ov, genotipo CH |: VpEIN3 y VpFYF (aumento en
ambos); en la Zu, genotipo CH VI: VpACO1 (disminucién), VpVAS1 (disminucién) y VpFYF (aumento) y
en el Ov, genotipo CH VI: VpXTH3 y VpFYF (aumento) (ver Anexo 1); por lo que se puede asumir que

VpFYFy VpXTH3 son los genes mas sensibles a los cambios en las condiciones meteoroldgicas.

8.3. Existen respuestas diferenciales en los patrones de expresidon de las vias de abscision
dependiente y semi-independiente de etileno en la abscision de ovario no fertilizado de V.

planifolia, entre genotipos

A pesar que el proceso de abscisiéon del fruto es importante en la dispersion y evolucién de las plantas,
desde el punto de vista agricola este proceso es un factor limitante en la productividad de los cultivos
(Corbacho, 2015; Zhang et al., 2015), incluida V. planifolia. Derivado de esto, a través del tiempo se han
seleccionado cultivares y/o genotipos vegetales con caracteristicas relacionadas con la reducida

abscisidon de frutos y semillas (Gross & Olsen, 2010; Corbacho, 2015).
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Algunos ejemplos de la seleccidn de variedades, cultivares o genotipos para disminuir la abscisién del
fruto son: las variedades de tomate jointless con desarrollo defectuoso del pedunculo del fruto (Mao et
al., 2000) y las variedades tardias de naranja dulce, las cuales presentan retencién retrasada del fruto

durante el periodo de maduracion (Gallasch, 1996).

Respecto a la caracterizacion y seleccion de estos grupos con diferentes grados de sensibilidad a
etileno, en Rosa hybrida L. (Miller et al., 2000) y en la flor del guisante (Pisum sativum L.) (Orzdez,
1999) -efimera; con autopolinizacion y con sindrome post-polinizacién-, se encontrd que la regulacién
diferencial por etileno de la expresion de la familia de genes del receptor ERS1 puede proporcionar un
mecanismo para lograr sensibilidades diferenciales, incluso en la misma respuesta en diferentes
condiciones. El nivel de expresion de los genes de esta familia de receptores, esta relacionado con el
grado de respuesta del etileno, actuando como un mecanismo de retroalimentacidn negativa que

reduce progresivamente la sensibilidad del 6rgano (Kiihn et al., 2014).

También se han encontrado diferencias en la expresién de enzimas de la biosintesis de etileno entre
genotipos, por ejemplo, Zhang y col. (2017) mencionan que en la biblioteca gendmica de la manzana
“Golden Delicious”, se han encontrado dos formas del gen ACS1, (hombradas ACS1-1 y ACS1-2). AC1-1
confiere alta produccién de etileno, contrario a ACS1-2 que se vincula con el bajo nivel de produccion
de etileno por una insercion en la regidon promotora que ocasiona una fuerte disminucién de la
actividad de transcripcion. La variedad “Taishanzaoxia” posee genotipo homocigoto ACS1-1/-1, con
elevados niveles de transcripcion de ACS1 durante el periodo de desarrollo del fruto y se

correlacionaron positiva y significativamente con la produccidn de etileno (Zhang et al., 2017).

Realizar estudios posteriores de polimorfismos genéticos en los genes implicados en el proceso de
abscision en V. planifolia, podrian determinar si este tipo de fendmenos ocurren también en esta

orquidea.
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Para la familia Orchidaceae, se ha encontrado que la mayoria de las especies son altamente sensibles a
la abscision floral por la acciéon de etileno. Sin embargo se encontré que individuos de los géneros
Cymbidium y Dendrobium no presentaron esta sensibilidad (Van Doorn, 2002). Dicha sensibilidad no
sélo es diferente entre especies, sino también se ha observado que la variacién infraespecifica de los
cultivares confiere una sensibilidad diferente, tal es el caso de Phalaenopsis (Chang et al., 2013; Olsen

et al., 2015).

Esta diferencia de sensibilidad a etileno, reflejada en la ER de los genes de respuesta a etileno del afio
2016, puede estar ocurriendo en los genotipos de V. planifolia, derivada del proceso de seleccion. El
conocimiento local que existe en torno a la selecciéon de esquejes de vainilla, responde a las distintas
apreciaciones culturales y sensoriales que existen entre los grupos indigenas pluriétnicos de la regién,
gue apoyados en la reproduccién clonal iniciaron un proceso de seleccion-domesticacion que no ha
terminado y que da respuesta a la dindmica social, cultural, econdmica, ambiental y biolégica de la

region del Totonacapan (Herrera-Cabrera et al., 2014).

El genotipo CH | se ubica, usa, selecciona y conserva exclusivamente en la zona ecoldgica de mayor
altitud, bajo un proceso de seleccién de esquejes con mas elementos de conocimiento tradicional, con
caracteristicas aromaticas silvestres relacionadas con material no domesticado y comercialmente poco
atractivo; cultivado principalmente en acahual y solares tradicionales. Mientras que CH VI es
distribuido en diversos puntos, seleccionado por su contenido de vainillina, con alta importancia

comercial y cultivado a mayor escala (Salazar-Rojas et al., 2012; Herrera-Cabrera et al., 2014).
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8.4. Existen respuestas diferenciales en los patrones de expresion de las vias de abscision
dependiente y semi-independiente de etileno en la abscision de ovario no fertilizado de V.

planifolia, entre tejidos

En el afio 2016, las Zu de ambos genotipos y del Ov del genotipo CH | se agruparon juntas, mientras
gue el Ov del genotipo CH VI tuvo un comportamiento contrastante (dendograma superior de la Figs.
18.A y 19 -lado izquierdo, en dos cuadrantes opuestos: 2° y 3° respectivamente). Estas agrupaciones
sefialan una diferencia de patrones entre genotipos (para ovario). Es decir, existe una diferencia de la
expresion de vias en el genotipo CH VI entre tejidos; la via de etileno enddgeno esta sobre-regulada en
la Zu, mientras que en el Ov de este genotipo, se expresaron mayormente las vias de etileno exégeno y
la semi-independiente de etileno. Para el genotipo CH |, no hubo esta diferencia de regulacién, donde

para ambos tejidos la via mayormente expresada fue la de etileno enddégeno.

Para el afio 2017 (afio con mayor caida del fruto), los tejidos se comportan de parecido en ambos
genotipos: los Ov de ambos genotipos se comportaron de manera similar entre si, al igual que las Zu de
ambos genotipos. Asi mismo, los Ov de ambos genotipos se comportan de manera opuesta a las Zu de
ambos genotipos (Figs. 18.B, dendograma superior y 19 -se visualizan en dos cuadrantes opuestos: 1°y
4°, respectivamente). Este patrén indica un comportamiento diferente entre tejidos y no entre
genotipos. Para este afio el comportamiento de ambos genotipos fue parecido al del genotipo CH VI
(susceptible a abscisidn) del afio 2016; es decir, la ruta del etileno exégeno y la semi-independiente de
etileno estan sobre-reguladas en el Ov en ambos genotipos, mientras que la via de etileno endégeno

en la Zu de ambos genotipos.

En otras palabras, la expresién diferencial entre tejidos fue mas evidente durante el afio con
condiciones “atipicas” (2017), esto sugiere que la sefializacidon entre tejidos, mediada por la via de
etileno enddgeno, esta sobre-regulada en condiciones con posible alta concentracién de etileno

exdgeno.
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En este afio ambos genotipos se comportan como el genotipo CH VI (susceptible a caida) en afios con
condiciones “tipicas” (2016). El comportamiento génico de expresion contrastante entre ambos tejidos
(afo 2017), puede interpretarse como que para ese afio, la sefial de abscision mediada por la via de
etileno exdgeno-, estaba presente en ambos genotipos, pero fue el genotipo CH VI el que presentd

mayor caida (probablemente por presentar mayor sensibilidad a etileno).

De manera general, se ha observado que el fruto, percibe la maduracién e inicia la transduccion de la
sefial de abscision que se dirige del fruto hacia la planta pasa primero por la ZA, activando la
separacion (Giovannoni, 2004). Esto provoca una diferencia en la expresién de los genes relacionados y

la subsecuente concentracion y accidn de las hormonas entre tejidos y drganos.

Consistente con lo anterior, los resultados obtenidos en el presente estudio para el afio 2016,
muestran que los genes de respuesta a etileno endégeno estdn mds activos en la Zu, que como ya se
menciond antes, en V. planifolia, dependiendo del genotipo y condicion actia como ZA o como regién

de reforzamiento, siendo este tejido importante para la seializacidn génica y hormonal.

Ademas se ha observado que en V. planifolia, cuando ocurre la abscisidn del ovario sin fertilizar, sélo
ese se separa de la planta, aiin cuando un mismo raquis sostiene varios frutos (observacion en campo),
lo que indica que sélo ocurre la sefializaciéon desde el ovario a escindir, hacia la planta hasta la Zu y no

de manera inversa.

En algunas especies, se ha observado que la ZA presenta mayor expresion de genes relacionados con
etileno. Por ejemplo, Parra (2017), en el andlisis del transcriptoma de la ZA y en el fruto de olivo (Olea
europaea), encontrdé que los patrones de expresion de genes relacionados con etileno difieren durante
la activacién de la ZA del fruto del olivo. Se registré una alta expresion de ACO1, ETR1, EIN3/EIL y de
miembros de la familia AP2/ERF en la ZA respecto al fruto. Asi mismo, OeACO2 y OeACS2 mostraron
una fuerte asociacién con la acumulacién de Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico durante

abscisidn, estos genes se encuentran relacionados con la abscision del fruto maduro del olivo.
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Se han reportado resultados similares entre tejidos, para ACO1 en litchi (Litchi chinensis) (Li et al.,
2015) y en jitomate (Kim et al., 2016). Los resultados de la expresion relativa de VpACO1 del genotipo
CH VI para el afio 2016, coinciden con la bibliografia: la expresion de este gen es mayor en la Zu

respecto al Ov correspondiente (Fig. 17 y 18.A.).

Referente a la expresidon del gen XTH3, Iwai y col. (2013) propusieron un modelo de reforzamiento ante
la abscisiéon en tomate (Solanum lycopersicum), parecido a lo observado en V. planifolia. Estos autores
describen que después de que la polinizacién desencadena el desarrollo del fruto de tomate, la ZA en
el pedicelo fortalece su adhesion para mantenerlo unido. Las flores no polinizadas se desprenden
mediante sus ZA respectivas, acompafiado por la acumulaciéon de xiloglucano y arabinano en la ZA,

mientras que se observa una ampliacidon del mismo tejido en las flores polinizadas.

En estas ultimas, una vez que el fruto se ha desarrollado y estd completamente maduro, se produce un
desprendimiento en la ZA, lo que indica una aceleracién de la abscision. Durante la abscisién del fruto,
a diferencia de la abscision floral, no se observé depdsito de polisacaridos especificos de pared celular
de la ZA; sin embargo, se observaron evidencias de una sintesis secundaria de la pared celular y

lignificacion de la ZA antes de la abscision del fruto (Iwai et al., 2013; Tsuchiya et al., 2015) (Fig. 20).

Es decir, los resultados de estos autores sugieren que la abscisidn floral o permanencia de la flor en
tomate, estd determinada por el éxito de la polinizacién y es fundamentalmente diferente de la que
sigue a la maduracién del fruto. En la abscision floral, en la que la eliminacién del érgano es el objetivo,
la alteracion de las paredes celulares de la ZA puede ser la forma mas rapida y organizada para que la
planta reconozca y arroje la flor no deseada, y se produce mediante una remodelacidon que implica el
depdsito de polisacaridos de la pared celular en la ZA. Por otro lado, la abscisidon del fruto se produce a

través de la deposicién de lignina en la ZA (lwai et al., 2013).
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En un estudio posterior, mediante inmunolocalizacidn, se visualizaron los cambios de distribucion de
enzimas relacionadas con el metabolismo de xiloglucano, incluida la XTH. Durante la abscision floral
(flores sin polinizar), se observd un aumento gradual, llegando a su maximo en un dia después de la
antesis (1 DDA); en este tiempo la diferencia de acumulacidn de la proteina XTH en la ZA, fue muy
evidente en comparacion con las flores polinizadas. Después de 1 DDA, la presencia de XTH disminuyd
notablemente a tal grado que no se detecté en la Ultima etapa de abscisidon, este resultado puede

indicar que la proteina XTH se degrada en el periodo relativamente corto (Tsuchiya et al., 2015).

A Sin polinizar
— Amarillamiento

<«

PRE-ANTESIS

Abscision
floral

1 DDA, 2DDA, 3 DDA —
B Polinizada

Maduro-verde

‘ Muy maduro

Adhesion
débil

Adhesion
fuerte

Figura 20. Diagrama esquematico de la regulacion de la adhesion de la flor y el fruto en las ZAs de tomate
A. La polinizacién fallida de flores, conduce a la separacion de la ZA. B. Una vez que las flores son polinizadas y los frutos comienzan a
desarrollarse con éxito, la ZA se extiende y la adhesion se hace mas fuerte hasta que los frutos maduran por completo.

DDA: Dias Después de la Antesis. Barras= 1mm (lwai et al., 2013; Tsuchiya et al., 2015).
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Esta baja presencia de XTH en la ZA de flor de jitomate en etapas tardias de abscisidn, coincide con los
resultados de ER de VpXTH3 en el presente estudio en la Zu y Ov del genotipo CH VI, y el Ov de CH |,
para el afio 2016 (Figs. 17 y 18). Esto sugiere que el genotipo CH VI tiene un comportamiento parecido

al encontrado en flor no polinizada de jitomate.

La alta ER de VpXTH3 en la Zu del CH | en el aifio 2016, parece estar relacionada a la actividad de este
gen en la remodelacion de la pared celular ya que se ha observado que un nivel alto de XTH3 en los
procesos que requieren dicha remodelacion, incluido el crecimiento del fruto, interviniendo en la
reorganizacion de los xiloglucanos (los xiloglucanos unidos a la celulosa, proporcionan resistencia a las

paredes celulares durante el crecimiento) (Tsuchiya et al., 2015).

Lo discutido para el gen VpXTH3, redunda en la idea de la abscision de la flor u ovario sin fertilizar, mas
gue la abscision prematura del fruto (Hernandez-Miranda et al., 2018) y como se sugirié para tomate
(Iwai et al., 2013), en V. planifolia puede presentar un proceso similar pero no idéntico entre tipos de

separacion de tejidos (de flor o de fruto).

Contrario a lo observado en V. planifolia (genotipo CH I), en el modelo de abscisién de fruto del
tomate, se observd la eliminacién del fruto maduro por lignificacién, involucrando una ZA mas
resistente y estructuralmente diferente a los tejidos circundantes, obligando al érgano a desprenderse

del cuerpo de la planta (Iwai et al., 2013).

Sin embargo, los autores proponen que en una etapa del desarrollo del fruto, la lignificacidon de la ZA
evita el desprendimiento prematuro del fruto. Ellos comentan que, debido a que el tomate es fruto
climatérico, la produccidon de etileno aumenta durante la maduracién, y las alteraciones de los
polisacaridos de la pared celular pueden inducir la actividad de enzimas degradadoras de pared celular
dependientes del etileno. La lignificacion de la ZA seria una estrategia para evitar el desprendimiento
del fruto inmaduro durante la remodelacidén de los polisacaridos de la pared celular derivada de la

produccion de etileno (Iwai et al., 2013).
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La lignificacidon de la ZA en V. planifolia puede evitar el desprendimiento del fruto inmaduro durante la
remodelacién de los polisacdridos de la pared celular durante la resupinacion y la maduracién del fruto
(tal vez relacionada con la alta expresién del gen con funciones de remodelacién de pared celular:

VpXTH3, en CH |), derivada de la sefializaciéon por etileno.

Por otro lado, en el genotipo CH | (afio 2016), la actividad de los genes de respuesta a etileno puede
deberse a un proceso diferente a la abscisién, debido a que esta fitohormona tiene diversas funciones
durante el desarrollo de la planta. Por ejemplo, se ha reportado que desempefia un papel esencial en
la regulacion de la fertilizacién en las plantas, contribuye a la regulacién del desarrollo de ovarios y
ovulos y a la coordinacién del desarrollo de gametofitos femeninos y masculinos (Zhang & O’Neill,

1993; Tsai Li et al,. 2008; Chen et al., 2016b).

Asi, durante la polinizacion y la fertilizacidon se observan dos picos de etileno en varias especies de
plantas, una después de la polinizacién y la segunda después de la fertilizacion del évulo, lo que indica
un papel prominente para el etileno en estos eventos (O’Neill, 1997). A través del andlisis de expresion
en genes ACO en guisantes (Pisum sativum), se encontrd que ante estrés por calor, la modulacidn de
los niveles de etileno en los ovarios de esta especie, podria funcionar como parte de un mecanismo
para reasignar recursos a los dvulos fertilizados, dando preferencia al desarrollo y maduracién de

semillas (Savada et al., 2017).

Los patrones de expresidn génica de biosintesis y sefalizacién de etileno en diversos drganos florales
respaldan el papel del etileno en el proceso de fertilizacion. Se ha reportado un aumento de la
expresion tejido-especifica de genes ACS y ACO en los carpelos durante los eventos de polinizacion y
fertilizacion en tomate (Solanum lycopersicon) (Llop-Tous et al., 2000) y en petunia (Petunia hibrida)
(Tang & Woodson, 1996), asi como la regulacién del desarrollo de la expresion génica de receptores de
etileno en ovarios de tomate (Lycopersicon esculentum = Solanum lycopersicum) después de la antesis

(Lashbrook et al. 1998).
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En el género Phalaenopsis de la familia Orchidaceae, se ha estudiado la expresion de algunos genes
relacionados con el etileno en ovario: PalAA30L1 (INDOLE-3-ACETIC ACID inducible 30-like 1); PaEIN3L1
(ETHYLENE INSENSITIVE 3-like 1) (Chen et al., 2016a), y ACC sintasa y ACC oxidasa (O’Neill et al., 2017).
Estos genes aumentan su expresion en tejidos de ovario cuando se produce la fecundacién y los

embriones comienzan a desarrollarse (principalmente PaEIN3L1).

La expresion de PaEIN3L1 aumenta en el dia 70-80 ddp, cuando se produce la fecundacién y se inicia la
embriogénesis (Chen et al., 2016a). En el caso de V. planifolia, |a fertilizacion ocurre entre los 45 y 55
ddp, dias en los que ocurre mayor abscision. Los datos analizados en el presente estudio fueron
obtenidos a partir de muestras colectadas a los 45 ddp y se observa que el patrén de ER presentado en
el afio 2017, coincide con los resultados de Chen y col. (2016a) en ovario, por lo que se ha propuesto
gue ocurre una abscisién de flor u ovario no fertilizado en lugar de la abscision de fruto. Esto

concuerda con lo encontrado en el ovario de V. planifolia por Herndndez-Miranda y col. (2018).

8.5. Modelo propuesto de expresion de los genes relacionados con el proceso de abscision del ovario

no polinizado de Vanilla planifolia

En la Figura 21 se muestra el modelo propuesto de expresion de los genes estudiados. Los genes
analizados en el presente proyecto de investigacion se representan con lineas sélidas (C, )
mientras que los genes utilizados para completar las vias de senalizacion y biosintesis, encontrados en
la bibliografia, se muestran con lineas punteadas (-, ) Segun su nivel de ER, los genes se
representan en 6valos azul oscuro para alta expresion (C); en rectangulos azul claro para baja
expresion ( ) y en évalos azul oscuro, letras azul claro para expresién media-alta. Zu: Zona de unién

raquis-ovario/fruto; Ov: Ovario adyacente a la Zu.
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En el afio 2016, se observa una diferencia en los perfiles de expresion de los tejidos para el genotipo
CH VI (diferentes vias activas en Ov y Zu), pero no para el genotipo CH | (las mismas vias activas en
ambos tejidos). El Ov del genotipo CH | y la Zu de ambos genotipos comparten un patrén de expresion
(Fig. 21.A), en el cual los genes de la via semi-independiente de etileno (VpFYF y VpHSL2) presentaron
baja ER.

De la via dependiente de etileno, el receptor VpERS1, de respuesta negativa a etileno mostré una alta
ER, sugiriendo bajas concentraciones de etileno exdégeno. La activacién este gen limita la via de
respuesta de transduccién de sefiales de respuesta a etileno mediante la induccién del gen CTR1, que a
su vez es regulador negativo de EIN2. EIN2 estd asociado a la membrana del reticulo endoplasmico (RE)
y al no ser reprimido por CTR1, se trasloca al nucleo para activar factores de transcripcion de genes de
respuesta a etileno. Tanto la alta ER de VpERSI, como la baja ER de VpEIN3 y VpERF (factores de
transcripcién de respuesta a la sefalizacidn por etileno exdgeno), indican una represién de la via de
etileno exdgeno en estos tejidos. Mientras que la alta ER de VpACO1 (enzima catalizadora de la ultima
reacciéon en la biosintesis de etileno) y la baja ER de VASI (regulador negativo de la biosintesis de

etileno), sefiala que la via de etileno endégeno estd sobre regulada.

En este mismo afio (2016), el Ov del genotipo CH VI presentd el patrén de expresién opuesto a los
otros tejidos (Fig. 21.B): expresion media-alta para la via semi-independiente de etileno y para la via de
sefializacion por etileno exdgeno y baja para la ruta de etileno endégeno. Contrario a lo que sucede en
los tejidos de la Fig. 21.A, la baja expresién de VpERS1 sugiere altas concentraciones de etileno
exogeno, lo que reprime a este geny a suvez a CTR1, asi EIN2 queda libre y puede traslocarse al nucleo
activando factores de transcripcion de respuesta a etileno, tales como VpEIN3 que presenta ER media-
alta. VpERF no se expreso, posiblemente porque en su lugar actian otros factores de transcripcién con

redundancia de funcién (genes de la familia AP2/RAP, EDF).
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Para el afio 2017, la expresion entre tejidos en ambos genotipos es muy similar a lo observado para el
genotipo CH VI (susceptible a la abscisidn) en el 2016. La via activa en la Zu de ambos genotipos fue la
de etileno enddgeno; mientras que en los Ov de ambos genotipos, fueron las vias de etileno exdgeno y

la semi-independiente de etileno.

Debido a que el etileno participa en diversos procesos durante el desarrollo de la planta, estos perfiles
de expresion sugieren que en el afio 2016, en el genotipo CH |, el etileno enddgeno participa en la
sefializacion de la fertilizacidn e inicio de maduracién del fruto, mientras que para CH VI, los perfiles de
expresion de las vias sugieren una sefial de activacidon de la abscision. Como en el afio 2017, los
patrones de expresién son similares al genotipo CH VI, susceptible a la abscisidn, se sugiere que en este
afio, la sefal de abscision esta presente en ambos genotipos, pero debido a la mayor sensibilidad a
etileno del genotipo CH VI, ocurrié mayor cantidad de abscisidn en este genotipo.

Estos resultados respaldan la idea de una abscisidn de ovario no fertilizado y no la abscisién de fruto en

V. planifolia.

9. CONCLUSIONES

En el afio 2016 (con menor caida), se observa una diferencia en los perfiles de expresion de los genes
en los tejidos para el genotipo CH VI (diferentes vias activas en Ov y Zu), pero no para el genotipo CH |
(las mismas vias activas en ambos tejidos). En el Ov del genotipo CH | y la Zu de ambos genotipos la via
de etileno enddgeno esta activa, mientras que en el Ov del genotipo CH VI estan activas las vias del

etileno exégeno y la semi-independiente de etileno.

Para el afio 2017, la expresiéon de genes entre tejidos en ambos genotipos es muy similar a lo
observado para el genotipo CH VI (susceptible a la abscisién) en el 2016. La via activa en la Zu de
ambos genotipos fue la de etileno endégeno, mientras que en los Ov de ambos genotipos, fueron las

vias de etileno exdgeno y la semi-independiente de etileno las que estaban activas.
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Las condiciones meteoroldgicas diferentes entre aflos mas importantes fueron la precipitacién maxima
y total, la evaporacidn total y los dias de maxima temperatura. Estos cambios de condiciones pudieron

modificar los perfiles de expresidn de los genes estudiados.

Existe una diferencia de sensibilidad a etileno entre genotipos de V. planifolia, reflejada en la ER de los
genes de respuesta a etileno del afio 2016, derivada del proceso de seleccién, donde el genotipo CH VI
es el mas seleccionado (por su contenido de vainillina, con alta importancia comercial) y muestra

mayor sensibilidad a etileno.

Debido a que el etileno participa en diversos procesos durante el desarrollo de la planta, estos perfiles
de expresion sugieren que en el afio 2016, en el genotipo CH |, el etileno enddgeno participa en la
sefializacion de la fertilizacidn e inicio de maduracién del fruto, mientras que para CH VI, los perfiles de
expresion de las vias sugieren una sefial de activacidon de la abscisién. Cémo en el afio 2017, los
patrones de expresion son similares al genotipo CH VI -susceptible a la abscision- en 2016, se sugiere
gue en 2017, la seial de abscision estd presente en ambos genotipos, pero debido a la mayor
sensibilidad a etileno del genotipo CH VI, ocurrid mayor cantidad de abscisidon en este genotipo. Los
perfiles génicos respaldan la idea de una abscision de ovario no fertilizado y no la abscisién de fruto en

V. planifolia.

Se presenta un modelo de los patrones de expresién de los genes relacionados con la abscisién de
ovario no fertilizado de V. planifolia. Los resultados obtenidos muestran un proceso de regulacién mas
complejo de los genes sensibles a etileno en esta orquidea a varios niveles, ya que la sefializacién por
esta hormona afecta a una variedad de procesos y en varias etapas de las plantas (fertilizacion,
formacion de évulos, maduracion de los frutos, abscision y respuestas a estrés). Debido a que la
percepcion de etileno funciona como un integrador de diversas sefiales, se sugiere que debe haber
otras redes génicas basales rio arriba, encargadas de la abscision del ovario no fertilizado en V.

planifolia.
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PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Un mayor conocimiento acerca de los mecanismos que conducen a la abscision de ovario sin
fertilizar, puede contribuir a la regulacion de la produccion de V. planifolia y a mejorar las practicas

culturales actuales.

La investigacion molecular de la red de genes que participan en el proceso de abscisién de ovario sin
fertilizar de V. planifolia podria ayudar a encontrar nuevos marcadores moleculares para su

mejoramiento genético.

Se sugiere el estudio de otras redes génicas, tanto en la Zu como a lo largo del ovario y en diferentes
etapas de su desarrollo, tales como:

Basales rio arriba de la via del etileno, como los MADs-box y KNOX-Box (AGL15, BOP2, EDF1,
ERV, KNAT2, NEV, entre otros).

Otros genes de la via dependiente de etileno (EIN2, EBF1 y EBF2) y de la via semi-independiente
de la sefializacion por etileno (FUF1; IDL (IDA-LIKE).

Genes de biosintesis y metabolismo de los acidos fendlicos, debido a que son precursores
comunes a vainillina y lignina y podrian aportar evidencia del papel de la lignina en la caida en V.
planifolia y la diferencia de la formacion del tejido de Zu entre tejidos, probablemente debido a que el
genotipo CH VI utilice estos precursores para la formacién de vainillina en lugar de para la formacion
de lignina.

El estudio histoldgico de los tejidos en las diferentes condiciones ayudaran a corroborar si se
trata de abscisidén de ovario no fertilizado en lugar de fruto inmaduro.

Durante el analisis del transcriptoma de la Zu de los genotipos CH | y CH VI de V. planifolia se
observo (in silico) la presencia de SNPs por lo que se sugieren estudios de polimorfismos genéticos para
estos genes y relacionarlos con la regulacién de su expresion en el proceso de abscision del ovario no

fertilizado en esta especie.
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ANEXOS

ANEXO 1. Valores de Expresion Relativa de los genes relacionados con el proceso
de abscisidn de ovario no fertilizado de V. planifolia

Gen Zu CHI Ov CHI Zu CHVI Ov CHVI Zu CHI Ov CHI Zu CHVI Ov CHVI
2016 2016 2016 2016 2017 2017 2017 2017
VpERS1 0.3072 0.4833 0.5506 0.3006 0.4539 0.1810 0.3010 0.1795
VpEIN3 0.2574 0.2576 0.4268 0.2138 0.5484 1.0650 0.3266 0.8565
VpERF 0.0141 0.0104 0.0064 0.0022 0 0 0 0
VpACO1 0.3333 0.4782 0.4346 0.1949 0.2446 0.3156 0.0480 0.1923
VpVAS1 0.2410 0.3588 0.5100 0.1380 0.1793 0.6506 0.0525 0.5465
VpFYF 0.1506 0.2334 0.2602 0.1284 0.9279 1.1498 0.6494 1.0751
VpHSL2 0.0101 0.0058 0.0365 0.0369 0.0373 0.1337 0.0453 0.1846
VpXHT3 1.0547 0.4071 0.4342 0.1400 0.1795 0.5091 0.3818 0.6506

Zu: Zona de unioén raquis-ovario/fruto; Ov: Ovario adyacente; CHI: Genotipo CH I; CHVI: Genotipo CH VI; 2016: Afio 2016; 2017: Afio 2017.

ANEXO 2. Secuencias contrastadas con el transcriptoma de V. planifolia para el disefio de primers para el
analisis de ER de genes relacionados con el proceso de abscision de ovario no fertilizado de V. planifolia

Gen Especie de secuencia de referencia Base de datos Accesion
.Arab/dopsm thgl/ana NCBI NM_129658
Dendrobium hybrid cultivar Khao Sanan NCBI
Persea americana NCBI F1628419
VpERSl Vanilla planifolia Orchistra 2.0 AF500121
VPTC023340y VPTC023341
Apostasia wallichi Orchistra 2.0 AUTCO11488
Arabidopsis thaliana NCBI NM_112968
VpE IN3 Arabidopsis thaliana Phytozome --
Zea mays Phytozome --
Arabidopsis thaliana Phytozome --
Bruguiera gymnorhiza NCBI GU593720
VPERF Cymbidium insigne NCBI ERF654657
Dendrobium officinale NCBI KJ004762
Arabidopsis thaliana Phytozome --
Cymbidium hybrid cultivar NCBI AB257311
Petunia x hybrid NCBI PETACO1A
VpACO1 Vanilla planifolia Orchistra 2.0 VPTC009126 y VPTC009125
AUTC017189
Apostasia wallichi Orchistra 2.0
Arabidopsis thaliana Phytozome --
Vp VAS1 Phalaenopsis aphrodite NCBI PATC150586
Arabidopsis thaliana NCBI NM_125610
VoFYF Oncidium Gower Ramsey NCBI HQ591455
P Vanilla planifolia Orchistra 2.0 VPT001268
Cypripedium formosanum Orchistra 2.0 CFTC011381
Arabidopsis thaliana Phytozome --
Vp HSL2 Triticum aestivum Phytozome -
Arabidopsis thaliana Phytozome -
Arabidopsis thaliana NCBI NM_113409
Vp XTH3 Lycopersicon esculentum NCBI AY497476
Solanum lycopersicum NCBI NM_001247543
VPACT Vanilla planifolia NCBI KF513175
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ANEXO 3. Informacion meteoroldgica de los sitios de colecta del material
para el analisis de ER de relacionados con el proceso de abscision de ovario no fertilizado de V. planifolia (SNN,

CONAGUA)
Ameluca, Pantepec, Puebla (CH I) El Raudal, Nautla, Veracruz (CH VI)
2016 2017 2016 2017
Abril
Temperatura (°C)
°C Dia °C Dia °C Dia °C Dia
Maxima en el mes 39 27 43.0 26 35 1 33 27y 29
Minima en el mes 16 3y5 17.0 30 16.5 3 27 6,7y 8
Media en el mes 26.03 26.5 25.14 25.1
o de temperatura 2.828427125 1.414213562
maxima, entre afos
o de temperatura 0.707106781 7.424621202
minima, entre ahos
o de temperatura media, 0.308769961 0.006259634
entre anos
Precipitacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 42 18 38.0 18 26 18 16.5 19
Minima en 24 hrs 0.5 2y14 0.5 17 1 20 1 8
Total en el mes 74 435 58 51.00
o de precipitacién 2.828427125 6.717514421
maxima, entre anos
[ de precipitacion

- = 0 0
minima, entre anos
o de precipitacién total, 21.56675683 4.949747468
entre anos
Evaporacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 7.1 23 4.80 2 5.8 18y 27 6.8 26
Minima en 24 hrs 0.2 14 0.85 7 3.7 14 4.5 18
Media en el mes 2.45 3.14 4.55 5.8
Total en el mes 73.6 94.10 136.5 167.42
o de evaporacion 1.626345597 0.678822672
maxima, entre anos
¢ de evaporacién mfnima, 0.459619408 0.551543303
entre ahos
¢ de evaporacién media, 0.485546656 0.864864709
entre ahos
¢ de evaporacién total, 14.49568901 21.86374072
entre afos
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Mayo

Temperatura (°C)

°C Dia °C Dia °C Dia °C Dia
Maxima en el mes 39 1 35.0 26 335 18y 31 34.0 26
Minima en el mes 14 8 16.0 6 18.5 7y8 18.0 6
Media en el mes 28.25 27.4 27.83 26.9
c de temperatura 2.828427125 0.353553391
maxima, entre ahos
c de temperatura 1414213562 0.353553391
minima, entre ahos
© de temperatura media, 0.632974619 0.666733265
entre ahos
Precipitacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 14 2 67.5 4 17 2 60 4
Minima en 24 hrs 0.5 26 0.1 11 2 18 3 14,27y 31
Total en el mes 26 227.7 46.2 148.00
c ~de precipitacién 37.83021279 30.40559159
maxima, entre anos
c de precipitacion 0.282842712 0.707106781
minima, entre afos
© de precipitacién total, 142.6234378 71.98347032
entre anos

Evaporacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 6.9 2 7.30 15 6.6 28 6.76 1
Minima en 24 hrs 0.6 13 0.55 8 4.6 4 3.23 4
Media en el mes 2.39 3.29 5.64 5.6
Total en el mes 73.9 98.75 174.8 156.51
c de evaporacién 0.282842712 0.113137247
maxima, entre anos
© de evaporacién minima, 0.035355339 0.968736277
entre anos
© de evaporacidn media, 0.637574614 0.049741293
entre anos
6 de evaporacién total, 17.57160351 12.93298287
entre anos

Junio
Temperatura (°C)
°C Dia °C Dia °C Dia °C Dia
Maxima en el mes 36 14 42.0 30 36 9 33.0 818,
: : 21,22y 24

Minima en el mes 18 30 20.0 22 21 11 22.0 21
Media en el mes 27.05 27.3 27.63 27.7

] de temperatura
maxima, entre afios

4.242640687

2.121320344

c de temperatura
minima, entre afios

1.414213562

0.707106781

o de temperatura media,
entre afios

0.176776695

0.031819805

——

99

'



Precipitacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 53 25 63.0 24 38.5 3 72.0 25
Minima en 24 hrs 0.5 3 0.5 1 2 26 1.0 9
Total en el mes 215 106.6 132.2 176.30
;éxi"f': entr‘;’:g"”:'adé" 7.071067812 23.68807717
:niz a”r,:;'i"""'dé" total, 76.65037508 31.18340905

Evaporacion (m.m)

m.m Dia m.m Dia m.m Dia m.m Dia
Maxima en 24 hrs 7.3 25 6.10 26 7.5 30 7.49 26
Minima en 24 hrs 0.8 11 1.25 1 4.1 12 3.01 1
Media en el mes 3.39 3.20 6.18 5.9
Total en el mes 101.7 95.85 185.3 152.97
o de evaporacién 0.848528137 0.00707123

maxima, entre afios

o de evaporacion minima,
entre afios

0.318198052

0.770746398

o de evaporacion media,
entre afios

0.137885822

0.209684369

o de evaporacion total,
entre afios

4.13657467

22.86076255

——
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