UNIVERSIDAD DE TALCA

INSTITUTO DE BIOLOGIA VEGETAL Y BIOTECNOLOGIA

DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION INGENIERIA GENETICA VEGETAL

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE GENES QUE CODIFICAN
PARA PROTEINAS ASOCIADAS A LA RED REGULATORIA DEL DESARROLLO
FLORAL Y FRUTAL EN Vitis vinifera Cv. CARMENERE.

SEBASTIAN ALEJANDRO GONZALEZ DiAZ
PROFESORES GUIAS: ENRIQUE GONZALEZ VILLANUEVA
SIMON RUIZ LARA

2013



.
=L
TALCA

UNIVERSIDAD
CHI

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacién ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2019

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



A mi esposa Carmen y mis hijos Vicente y Maximiliano.



AGRADECIMIENTOS
Quiero agradecer a la Universidad de Talca y en particular al Instituto de Ciencias Bioldgicas por la
oportunidad que me brindaron de ingresar al programa de Doctorado en Ciencias mencién Ingenieria

Genética Vegetal.

El desarrollo de mi tesis en el mencionado programa habria sido imposible sin el apoyo de MECESUP y
CONICYT con sus becas de mantenciéon, mientras que el financiamiento para la realizacién del trabajo

de tesis estuvo a cargo del proyecto Fondef GO711003.

Debo mencionar también a la FEBS (Federation of European Biochemical Societies), por el
financiamiento para una pasantia en el laboratorio del Doctor Albert Boronat de la Universitat de

Barcelona, quien tuvo la bondad de acogerme.

Especial mencidon a mis compaiieros del programa de Doctorado, Marcela Salazar, Orlando Alva, Rosy
Roa, Nuri Cabrera, Ramén Pérez, Javier Chilian, Rubén Almada, Felipe Gainza, Ricardo Pérez, Analia
Espinoza, Jorge Pérez y otros quienes me ayudaron o aclararon mis dudas. Por supuesto, fue valiosa la

ayuda de Fernando Poblete, Isabel Verdugo y Mdnica Yanez.

Las muchas gracias a mis directores de tesis, Doctor Enrique Gonzalez Villanueva y Doctor Simén Ruiz-

Lara por todo lo que me ensefiaron, por su guia, paciencia, gran apoyo y confianza.

Finalmente, agradezco también a mi madre, a mis hijos y, de forma especial, a mi esposa Carmen

Carrasco, por todo su apoyo y paciencia.



CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE GENES QUE CODIFICAN PARA
PROTEINAS ASOCIADAS A LA RED REGULATORIA DEL DESARROLLO FLORAL Y FRUTAL EN
Vitis vinifera Cv. CARMENERE.

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF GENES ENCODING PROTEINS ASOCIATED
WITH THE REGULATORY NETWORK OF THE FLORAL AND FRUIT DEVELOPMENT IN Vitis vinifera Cv.
CARMENERE.

SEBASTIAN ALEJANDRO GONZALEZ DiAZ

PROFESORES GUIA:

Dr. Enrique Gonzalez Villanueva.

Universidad de Talca, Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia.
2 norte 685, casilla 747, Talca.

egonzale@utalca.cl

Dr. Simon Ruiz Lara.
Universidad de Talca, Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia.
2 norte 685, casilla 747, Talca.

sruiz@utalca.cl



iNDICE

RESUMEN

ABSTRACT

LISTA DE TABLAS

LISTA DE FIGURAS

1. INTRODUCCION

1.1. LAVID Y EL CULTIVAR CARMENERE

1.2. DESARROLLO REPRODUCTIVO DE LA VID

1.2.1. Induccién y desarrollo floral

1.2.2. Desarrollo de carpelos y évulos

1.2.3. Desarrollo de la antera y el polen

1.2.4. Desarrollo frutal en la vid

1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Material vegetal

Pagina

Xi

Xl

Xiv

15

16

17

17



2.2. METODOS

2.2.1. Generacion de plantas en maceta de A. thaliana

2.2.1.1.  Evaluacion de plantas de la linea de inserciéon CS841944

2.2.2. Tratamiento de bayas y plantas con hormonas y moléculas
inductoras de respuesta en plantas
2.2.3. Identificacion y aislamiento de genes con funcion reguladora
2.2.3.1. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de
V. vinifera y A. thaliana
2.2.3.2. Extraccion de acido ribonucleico (ARN) total de
V. vinifera y A. thaliana y sintesis de ADNc
2.2.3.3.  Clonacidn de los genes de interés
2.2.4. Andlisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
deducidas
2.2.4.1. Determinacion de estructura y organizaciéon genémica
2.2.4.2. Analisis de secuencias aminoacidicas deducidas,
prediccidn de topologia y localizacién subcelular

2.24.3. Analisis filogenético

2.2.4.3.1. Anadlisis in silico de las regiones regulatorias en cis de

los genes en estudio
2.2.5. Localizacidon subcelular de VvPSZ3 y ZAT4
2.2.6. PCR cuantitativa en tiempo real
RESULTADOS
3.1. EL GEN REPRESENTADO POR EL EST VVCCGC3015D09.b CODIFICARIA
UN PUTATIVO FACTOR DE TRANSCRIPCION DEL TIPO “ZINC FINGER”
C2/H2
3.1.1. Aislamiento y secuenciacion de los genes VvPSZ3 y su
homoélogo AtZAT4

3.1.2. VVPSZ3 seria una proteina “zinc finger” Cys2/His2

3.1.3. VvPSZ3 de vid y AtZAT4 de A. thaliana se localizarian en

el nucleo

19
20
20

20
21

21

21
22

23
23

23
24

24

25

25

27

28

28
29

32

\



3.2. ANALISIS DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES

VVPSZ3 Y ZAT4

3.2.1.

3.2.2.
3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

El gen VvPSZ3 presenta un patron de expresion diferencial

en los distintos érganos de la vid

VVPSZ3 es principalmente expresado en polen y en semillas
La expresion de VvPSZ3 en bayas de vides es fuertemente

inducida en respuesta a tratamiento exégeno con ABA y SA

El patrén de expresion de AtZAT4 es similar al de VwPSZ3

El perfil de expresion de los genes VvPSZ3 y AtZAT4 es coherente
con la presencia de putativos elementos regulatorios de sus

respectivas regiones promotoras

3.3. ZAT4 ES DE VITAL IMPORTANCIA PARA EL DESARROLLO DE A. thaliana

3.4. EL GEN REPRESENTADO POR EL EST VVCCGS2117F10.b CODIFICARIA

UNA PROTEINA CON FUNCION RECEPTOR QUINASA DEL TIPO LRR_RLK

3.4.1.

3.4.2.

Aislamiento y secuenciacion del gen representado por

el EST VVCCGS2117F10.b

El andlisis in silico de los genes VvFSK y VVFTK indica que ellos
codifican para proteinas con dominios caracteristicos de
receptores quinasas, filogenéticamente relacionadas con el
receptor quinasa SCORK17 (Solanum chacoense OVULE RECEPTOR
KINASE 17)

3.5. ANALISIS DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES VvFSK'y VWFTK

3.5.1.

3.5.2.

VVFSK y VVFTK se expresan diferencialmente en los distintos
tejidos de la vid
La expresion de VWFSK y VVFTK en bayas de vides es fuertemente

inducida en respuesta a tratamiento exégeno con sacarosa

35

35

38

38

39

44
49

55

55

57

62

62

65

Vil



3.5.3. El andlisis in silico de la region promotora de los genes VvFSK

y WFTK establece la presencia de elementos regulatorios
asociados a la expresion en tejidos reproductivos y en

respuesta a azlcar

4. DISCUSION

4.1.

4.2,

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

VvPSZ3 CODIFICA PARA UN PUTATIVO FACTOR DE TRANSCRIPCION
DEL TIPO “ZINC FINGER” C2H2 CON ACTIVIDAD DE REPRESOR

VvPSZ3 POSEE SIMILITUD CON PROTEINAS DEL TIPO “ZINC FINGER”
ASOCIADAS AL DESARROLLO REPRODUCTIVO EN OTRAS ESPECIES
VEGETALES

EL PERFIL DE EXPRESION DEL GEN VvPSZ3 SUGIERE SU PARTICIPACION
EN EL DESARROLLO REPRODUCTIVO DE Vitis vinifera Y CORRELACIONA
CON LA PRESENCIA DE ELEMENTOS REGULATORIOS EN SU REGION
PROMOTORA

VVFSK Y WFTK DE V. vinifera CODIFICAN PARA PROTEINAS
CON CARACTERISTICAS DE RECEPTOR QUINASA DEL TIPO LRR-RLK

LOS GENES VVFSK 'y VWFTK CODIFICAN PARA PROTEINAS CON SIMILITUD
A ScORK17 DE Solanum chacoense, PERO POSEEN DIFERENTES PATRONES
DE EXPRESION DURANTE EL DESARROLLO

VVFSK'y VvFTK SON INDUCIDOS POR SACAROSA

5. CONCLUSIONES

6. BIBLIOGRAFIA

67

71

72

74

76

80

83

84

90

93

VI



RESUMEN

Vitis vinifera cv. Carménére ha sido caracterizada como una variedad con alta
tendencia al desarrollo de frutos partenocarpicos, lo que redunda en la produccién de bayas
semilladas y bayas no semilladas dentro de un mismo racimo. Las causas de este fendmeno
no estan bien esclarecidas, aun cuando ha sido asociado a problemas en la capacidad
germinativa del polen otorgando al proceso de desarrollo floral una relevancia particular en

la manifestacion de este problema.

Como primera aproximacion a la caracterizacién de los eventos genético-moleculares
involucrados en tal fendmeno, los perfiles de expresiéon de aproximadamente 4.800 genes
fueron analizados tanto en bayas semilladas como no semilladas. El analisis comparativo de
los perfiles de expresidon entre ambos tipos de bayas, mostré que un nimero importante de
genes diferencialmente expresados codifican para proteinas que no han sido caracterizadas
previamente en vid. Entre estos genes, en el desarrollo de este trabajo se ha escogido a
aquellos representados por los ESTs VVCCGC3015D09.b y VVCCGS2117F10.b tanto por su
alta tasa de represion en bayas no semilladas como por el hecho que ellos codificarian
proteinas involucradas en la regulacion de la expresion génica. Los genes respectivos fueron
aislados y caracterizados estructural y funcionalmente. Tal analisis ha permitido identificar a
los genes denominados VPSZ3 (representado por el EST VVCCGC3015D09.b), WFSK y WFTK,
(representados por el EST VVCCGS2117F10.b), los que codifican para proteinas con
caracteristicas estructurales propias de un factor de transcripcidon del tipo zinc finger
(WwPSz3) y dos putativos receptores con funcién quinasa (VWFSK y WFTK). Por tanto, el
objetivo de esta tesis fue caracterizar estructural y funcionalmente estos genes y evaluar su

patron de expresion durante el desarrollo floral/frutal de V. vinifera.

VvPSZ3 es homdlogo al gen ZAT4 de A. thaliana, el cual codifica para una proteina
esencial para el desarrollo en esta especie. Concordante con su putativa funcion como factor
de transcripcion, el producto de ambos genes se localiza en el nucleo celular. VwPSZ3 se

expresa principalmente en el polen en flores cerradas y en la semilla de bayas al estadio de

IX



envero. El gen tiene una expresién mayor en el cultivar Cabernet Sauvignon que en
Carménere, siendo el primero un cultivar que no tiene tendencia al millerandaje. Ademas, un
anadlisis detallado de la expresion del gen en Caménere sugiere su participaciéon en el
desarrollo reproductivo de Vitis vinifera, estando esta expresion relacionada a la presencia en
la regiéon promotora del gen tanto de elementos regulatorios en cis para factores de
transcripciéon que regulan el desarrollo floral como elementos asociados a la expresién en
polen y semillas. Adicionalmente, la expresidon de este gen parece ser inducida por ABA y

acido salicilico.

Si WPSZ3 y ZAT4 corresponden a genes ortdlogos debe aun ser determinado. Ello
permitiria especular sobre el rol de VwPSZ3 en el desarrollo de la vid, toda vez que lineas de

Arabidopsis, homocigotas para una mutacion por insercion en el gen ZAT4 no son viables.

Por otra parte, los genes WFSK y VWFTK poseen homologia con ScORK17, gen que
codifica para un receptor quinasa asociado al desarrollo de évulos en Solanum chacoense, y
al gen At3g03770 de funcién desconocida en A thaliana. Ambos genes se expresan en flores
de vides, pero mientras VvFSK es expresado fuertemente en semillas de bayas al estadio de
pre-envero, WFTK se expresa en zarcillos. En ambos casos su actividad transcripcional es
inducida por sacarosa y por ABA. El analisis in silico de la regién promotora de ambos genes
reveld la presencia de secuencias regulatorias asociadas tanto a la expresién en floema asi

como elementos de respuesta a azUcares.

La funcidn de estos genes en el desarrollo de la vid aun no esta establecida. Como
primera aproximacién para determinar su papel, una linea de A. thaliana homocigota para
una insercion de T-DNA en el gen homdélogo At3g03770 no genera un fenotipo

evidentemente distinto al de plantas tipo silvestre.



ABSTRACT

Vitis vinifera cv. Carménere has been characterized as a variety with high tendency to
develop parthenocarpic fruits yielding seeded and seedless berries in the same cluster. Even
though this phenomenon has been associated to deficiencies in pollen germination
capability, thus giving to flower development special relevance to the manifestation of this

problem, the real origin of this condition has not been elucidated.

As a first approach to the study of the molecular/genetic events involved in this
problem, expression profiles of approximately 4,800 genes were analyzed in both, seeded
and seedless berries. Comparative transcriptomic analysis shows that several differentially
expressed genes codes for non characterized protein in grapevine. Among these genes, ESTs
VVCCGC3015D09.b and VVCCGS2117F10.b were selected for further analysis due to their
high repression ratio in seedless berries and the fact that they codify for proteins putatively

involved in gene expression regulation.

These genes were isolated and characterized at the structural level. Such analysis
allowed the identification of the VvPSZ3 (represented by the EST VVCCGC3015D09.b), WFSK
and WFTK (represented by the EST VVCCGS211 7F10.b) genes, codifying for a protein
structurally similar to a “zinc finger” transcription factor (VvPSZ3) and two putative receptor
like-kinase proteins (VWFTK and VFSK). The aim of this thesis was to characterize structurally
and functionally these three genes and evaluate their expression pattern through the

floral/fruit development of V. vinifera.

VvPSZ3 gene is homologous to ZAT4 from A. thaliana, which encodes for an essential
protein for development in this specie. Agreeing with their expected role as transcription

factor, the respective encoded proteins localizes to the cell nucleus.

VvPSZ3 is mainly expressed in pollen at anthesis and seeds of berries at the pre-
veraison stage. The expression of this gene is higher in Cabernet Sauvignon than in
Carmenere, being the first a cultivar with low tendency to millerandaje. In addition, a more

detailed analysis of gene expression in Caménere suggest a role for this gene in grapevine
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reproductive development and correlates with the presence in its promoter region of cis
regulatory elements recognized by transcription factors involved in regulation of flower
development, as well as elements associated to expression in pollen and seeds. Additionally,

VVPSZ3 seems to be induced by ABA and salicylic acid.

If WPSZ3 and ZAT4 are orthologous genes remain to be demonstrated. Since
Arabidopsis lines homozygous for a T-DNA insertion in the ZAT4 gene are not viable, a similar

function for WPSZ3 gene in grapevine development could be expected.

On the other hand, VWFSK and VvFTK are homologous to ScORK17, a gene coding for a
receptor kinase involved in the regulation of ovule development in Solanum chacoense, and
to At3g03770 a gene of unknown function in A. thaliana. Although both grapevine genes are
expressed in flowers, VWFSK is strongly expressed in seeds of berries at pre-veraison stage,
while WFTK is actively transcribed in tendrils; nevertheless both genes are induced by
sucrose and ABA. The in silico analysis of their promoter regions revealed the presence of cis
regulatory sequences associated to response to sucrose induction as well as to phloem-
specific expression.

The function of these genes in grapevine development needs to be established. As a
first approach to asses such role, the phenotype of the Arabidopsis thaliana line homozygous
for T-DNA insertion in the homologous gene At3g03770 was analyzed. However, no evident

differences were found between both lines when compared with Arabidopsis wild type.
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1.INTRODUCCION



1.1. LA VIDY EL CULTIVAR CARMENERE

La vid (Vitis vinifera L.) corresponde a una especie dicotiledénea ampliamente cultivada
en el mundo, con una gran cantidad de cultivares que han sido agrupados sobre la base de
caracteristicas morfoldgicas y relacionados a la vez a su origen geografico. Tres grupos
ecoldgicos son reconocidos: el grupo pontica, que incluye cultivares de paises de los
alrededores de los mares Egeo y Negro; el grupo occidentalis, que comprende cultivares del
oeste de Europa; el grupo orientalis, que engloba a cultivares originados en oriente medio,
Irdn, Afganistan y dareas cercanas. El cultivar Carménére, modelo de este estudio, estaria
incluido dentro del grupo occidentalis, conjunto de variedades que se caracterizan por tener
racimos compactos y uvas pequeiias y al que pertenecen también otras cepas muy cultivadas

como Pinot, Chardonnay, Gamay, Cabernet y Merlot (Hardie, 2000).

La identificacion de una regidn vitivinicola con una o mds variedades corresponde a una
de las caracteristicas mas tipicas en la viticultura mundial desarrollada y es un objetivo para
los paises del Nuevo Mundo (Pszczélkowski, 2004). En los vifiedos chilenos las variedades
predominantes corresponden a Chardonnay, Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon, Merlot,
Syrah, Pinot Noir y Carménére (Fredes Veliz, 2007). Sin embargo, hasta finales del siglo XX,
Chile no poseia una variedad emblematica que lo identificara. En la década de los 90 fue
redescubierta la cepa Carméneére, lo que signific6 una oportunidad para convertirla en
baluarte del patrimonio vitivinicola chileno. Esta variedad es originaria del vifiedo de Medoc,
el mas prestigioso y renombrado vifiedo francés, conociéndosela con las sinonimias de Gran
Vidure, Carmenelle, Cabernelle, Gran Carmenet y, en China, Caberneet Gernischt
(Pszczélkowski, 2004). La variedad Carménére habria sido importada a Chile alrededor de
1850, junto con otras variedades de la Regién de Bordeaux (Cabernet Sauvignon y Merlot),
antes de la plaga de la filoxera. Los vifiedos mds extensos de esta variedad hoy se encuentran
en Chile, alcanzando una superficie plantada de 8.248 hectdreas (Catastro Viticola Nacional,

2008). Desde el punto de vista de su cultivo, la cepa Carménére corresponde a una variedad



vigorosa, pero de brotacion tardia. La maduracién de sus frutos puede extenderse en el
tiempo y posee una gran tolerancia a la sobre madurez. En suelos pobres o secos y en climas
extremos, tiende presentar problemas de fertilidad tales como el “millerandage”, fenémeno
caracterizado por la presencia de bayas sin semillas en el racimo, las que permanecen sin

madurar hasta el tiempo de cosecha. (Callejas et al., 2004; Pszczélkowski, 2004).

1.2. DESARROLLO REPRODUCTIVO DE LA VID

1.2.1. Induccién y desarrollo floral

En diversas especies vegetales el desarrollo reproductivo ha sido extensivamente
estudiado, identificdandose una compleja red genética que regula este proceso, la que
involucra numerosos factores de transcripciéon y otros moduladores de la expresion génica.
En la especie modelo Arabidopsis thaliana, la transicion de meristema vegetativo a
meristema reproductivo estd determinada por los genes de induccién floral que responden a
las sefales de floracién (fotoperiodo, intensidad de luz, temperatura, giberelinas, etc.)
activando a un segundo grupo de genes denominados integradores florales. Los genes
integradores activan un nuevo grupo de genes que determinan la identidad del meristema
floral, los que a su vez, inducen a los genes de identidad de érganos florales que exhiben una
alta especificidad en la espacialidad de su expresidon. Como consecuencia de ello y acorde al
modelo denominado ABCE, se activa el proceso de morfogénesis floral, que concluye con la
formacién de la flor y los d6rganos reproductores respectivos en los verticilos florales
correspondientes (Komeda, 2004; Posé et al. 2012). El proceso anteriormente descrito, con
pequefias modificaciones estda ampliamente conservado en una gran variedad de especies

vegetales (Soltis et al. 2007; Causier et al., 2010; Vasconselos et al., 2009; Irish, 2010).

En vides, el ciclo reproductivo posee caracteristicas particulares. El desarrollo floral y
frutal se inicia con la formacién de yemas, proceso que tiene lugar en el brote de la

temporada, generando una yema invernante que brotard al ano siguiente y que ya contiene



los predecesores de hojas, flores y zarcillos. Uno de los eventos clave que tiene lugar en la
formacién de yemas, es el desarrollo de las inflorescencias y la posterior diferenciacién de las
estructuras florales que tras la fecundacién daran origen a los frutos. Este proceso se realiza
en dos etapas: |) la induccién floral, que tiene lugar en los meses de verano y que concluye
con el desarrollo de inflorescencias previo a la entrada en dormancia de las yemas en otoiio e
invierno vy, Il) la diferenciacidon floral, que se activa tras la ruptura de las yemas en la
primavera siguiente (Mullins, 1992; Carmona et al., 2008). Los mecanismos asociados a la
regulacion de este proceso han sido poco estudiados. Genes homodlogos a aquellos ya
descritos en A. thaliana han sido identificados y caracterizados (Carmona et al., 2008; Almada
et al., 2009 y 2011), sin embargo, la forma como ellos interactian para regular este evento
de desarrollo aun debe ser dilucidada. La induccion floral que ocurre en la yema latente en
formacién durante el verano parece estar mediada por el fotoperiodo, toda vez que los
genes pertenecientes a esta via de induccién son activados coordinadamente en este tejido
(Almada et al., 2009). Una vez desarrollado el primordio de inflorescencias, la yema que las
contiene entra en fase de dormancia, fase controlada genéticamente y que es naturalmente
inducida por el fotoperiodo y las bajas temperaturas (Carmona et al., 2008). El transito a la
fase de dormancia esta estrechamente coordinado con el desarrollo floral y los mecanismos
gue regulan ambos procesos poseen un alto grado de integracion. Al comienzo del otofio las
proteinas regulatorias codificadas por los genes DAM (Dormancy-Associated MADS) reprimen
la expresidon del gen integrador floral FT, evento esencial para interrumpir el proceso de
desarrollo floral y que la yema entre en estado de dormancia (Horvath, 2009). Tras el receso
invernal en primavera se produce la ruptura de las yemas y se induce el proceso de
diferenciacién floral en el que cada una de las inflorescencias generadas en predormancia se
divide para originar los primordios florales. Genes integradores florales claves descritos
previamente en A. thaliana, SOC1, LEAFY y FT, son inducidos a través de una via
aparentemente independiente del fotoperiodo, produciéndose la induccion de los genes de
identidad de érganos que regulan la morfogénesis de las estructuras florales (Carmona et al.,

2008; Almada et al., 2009 y 2011).



1.2.2. Desarrollo de carpelos y évulos

De acuerdo a lo establecido principalmente en la especie modelo A. thaliana y el
modelo ABCE, para el correcto desarrollo del carpelo, es necesaria la expresidon de genes de
las clases C y D. En el verticilo floral cuatro se inicia la morfogénesis de carpelos, proceso
modulado por factores de transcripcion (FTs) MADS-box como AGAMOUS (AG) y SEPALATA 1
(SEP1), SEP2 y SEP3 (Jack, 2004). Asi como es necesaria la funcion de estos genes al comienzo
de la morfogénesis carpelar, para la correcta formacion de las subestructuras de este érgano,
es necesaria la presencia de factores reguladores especificos en cada tejido. Un ejemplo de
estos factores podrian ser PhZPT2-10 y PhZPT3-3, FTs del tipo “zinc finger” descritos en
petunia (Petunia hybrida). Estos FTs posiblemente regularian genes con funcién estructural,
estando la sintesis de estos finamente restringida al estigma en el caso de PhZPT2-10 y al

estigma y el ovario en el caso de PhZPT3-3 (Kubo et al., 2000).

Simultdneamente con la organogénesis del carpelo, se inicia el desarrollo de évulos,
regulado por una serie de factores homeéticos codificados por los genes BELI,
SHATTERPROOF 1 (SHP1), SHP2 y SEEDSTICK (STK), los que son denominados genes de
identidad de dvulos. El rol de tales genes parece centrarse en el balance de la actividad de AG
puesto que tanto mutantes bel1 como el triple mutante shpl shp2 stk desarrollan estructuras
carpelares en lugar de los dvulos, indicando que en ausencia de estos genes predominaria la
funcién AG. Los factores SEP1, SEP2 y SEP3, son también claves para establecer la identidad y
el correcto desarrollo del évulo. Estas proteinas son expresadas en los primordios de évulo y,
ademas, mutaciones simultaneas en los genes que las codifican entregan fenotipos similares
a los del triple mutante stk shpl shp2. En A. thaliana, petunia y arroz se ha demostrado
interaccion entre las proteinas SEP/STK y AG/SHP1/SHP2, sugiriendo una importante
participacién de grandes complejos MADS en el establecimiento de la identidad de évulo
(Skinner et al., 2004). Por otro lado, se ha descrito a ARABIDOPSIS CRINKLY 4 (ACR4) y
STRUBBELIG (SUB) como proteinas requeridas para regular la organizacién celular en el
desarrollo del integumento del évulo. Ambas proteinas serian receptores de membrana con

funcién quinasa (Gifford et al., 2003; Yadav et al., 2008).



Particularmente, en la vid el ovario se compone de dos léculos, cada uno con dos
ovulos. Cada 6vulo tiene un saco embrionario con una célula huevo haploide y un nucleo
polar diploide (Pratt, 1971; Vasconcelos et al., 2009). En esta especie, ha sido identificado
VWMADS1, un gen necesario en la formacion del ovario y el desarrollo floral con un patrén de
expresion en flores similar al de AG. Sin embargo, al sobreexpresarlo en Chardonnay no
aparecen las extructuras carpelares esperadas en lugar de los sépalos. Esto, sumado a una
mayor homologia con SHP1/2, impide determinar si se trata del ortélogo de AG o SHP1/2.
También se ha identificado a WMADS2 y WMADS4, homologos de SEP1 y SEP3. El modo de
expresion establecido para ellos es consistente con el rol de moduladores del desarrollo de
organos florales en esta especie (Boss et al., 2002, 2003; Joly et al., 2004). WWMADS5 estd
descrito como un posible ortélogo de SEEDSTICK (STK), de la clase D, dada su homologia con
este gen y su expresion en carpelos y semillas en desarrollo (Boss et al., 2002). Finalmente,
VTMBG6, un gen identificado como clase B (clase corrientemente responsable del desarrollo
de los verticilos segundo y tercero), aparece expresado también en carpelo y fruto, lo que
sugiere distintos roles para las clases de genes en las diferentes especies (Poupin et al.,

2007).

1.2.3. Desarrollo de la antera y el polen

Experimentos de transcriptomica en A. thaliana han permitido identificar alrededor
de 15.000 genes expresados en la antera y el gametofito masculino (Wilson y Zhang, 2009).
Mecanismos regulatorios de la expresién génica aun no bien dilucidados y que involucran
numerosos FTs modulan este proceso. En la iniciacién del desarrollo de la antera, es
necesario el mencionado gen de la clase C AG, junto a los factores de la clase B PISTILATA (PI)
y APETALA-3 (AP3) (Causier et al., 2010). Asi, una etapa clave es la induccién de
SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ) por AG. SPL/NZZ es un FT necesario para que comience la
esporogénesis en el estambre y el carpelo, su disfuncionalidad en el mutante spl/nzz afecta la

formacién de las células madre del polen (PMCs) y de las capas celulares que la rodean



(Schiefthaler et al., 1999; Yang et al., 1999; Ito et al., 2004). Del mismo modo, en la
especificacion celular de la antera también son importantes algunas proteinas con funcién de
receptor de membrana. Entre ellas, BARELY ANY MERISTEM 1 Y 2 (BAM1 y BAM2) acttan
redundantemente en las primeras etapas que definen el endotecio y el tapetum incidiendo
indirectamente en el correcto desarrollo del polen. En el doble mutante bam1/bam2, la
pérdida de funcion de tales genes conduce a la degeneracién de las PMCs. Se ha propuesto
que BAM1 y BAM2 actuan en un circuito regulatorio con NZZ/SPL para balancear el nimero
de células somaticas y esporogénicas en la antera (Hord et al., 2006; Sun et al., 2007).
RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 2 (RPK2) también participa en el desarrollo de la antera, con
esterilidad masculina en el mutante rpk2 a causa de un tapetum hipertréfico y la agregacién
del limitado nimero de granos de polen que se forman producto de alteraciones metabdlicas

y la formacidn de una pared celular defectuosa (Mizuno et al., 2007).

Una vez que la iniciacién de las capas celulares de la antera ha ocurrido,
DYSFUNCTIONAL TAPETUM 1 (DYT1) parece ser uno de los primeros actores en el desarrollo
del tapetum. DYT1 codifica un putativo FT del tipo “basic helix-loop-helix” (bHLH) que
actuaria rio abajo de SPL/NZZ (Zhang et al., 2006). En el mutante dyt1 no hay expresion de
MALE STERILITY 1 (MS1). MS1 codifica un FT del tipo “plant homeodomain” (PHD) que
muestra una expresion estrictamente regulada en el tapetum durante la etapa tardia de la
formacién del polen. En el mutante ms1 el tapetum muestra alteraciones en la secrecién y en
la muerte celular programada, por lo que no se produce una correcta formacion de la pared
del polen y este no es viable (Wilson et al., 2001; Ito y Shinozaki, 2002; Ariizumi et al., 2005;
Yang et al., 2007). En petunia, TAPETUM DEVELOPMENT ZINC FINGER PROTEIN 1 (TAZ1) tiene
una marcada expresiéon en el tapetum desde el momento en que ocurre la meiosis de las
células madres del polen. Al silenciar el gen TAZ1, se provoca un desarrollo aberrante y una
degeneracion precoz de este tejido seguidos de un aborto extensivo de las microsporas,
teniendo aquellos granos de polen que logran sobrevivir una baja tasa de germinacion

(Kapoor et al., 2002).



La pared del polen estd constituida por dos capas, una externa o exina, formada por
un polimero alifatico llamado esporopolenina y una interna o intina, compuesta de pectina y
celulosa y sintetizada por la microspora. En A. thaliana, MYB103 ha sido descrito como de
importancia en el desarrollo del polen ya que en el mutante myb103 el tapetum degenera
temprano sin la liberacién de cuerpos oleosos, vesiculas y plastidios, lo que resulta en una
reduccidn en las enzimas disponibles para la formacidn de la exina (Higginson et al., 2003; Li
et al., 2007). En el mutante myb103, se reduce fuertemente la expresiéon de MSI1, no
ocurriendo cambios en la expresion de MYB103 en msl1 (Zhang et al., 2007; Yang et al.,

2007).

Particularmente, en el caso de la Vitis vinifera, el androceo estad conformado por cinco
estambres, constituidos a su vez por un largo filamento y una antera con cuatro sacos
polinicos agrupados en dos léculos. Dentro de estos sacos tiene lugar la meiosis de las células
madres primarias, que dan origen a cuatro microsporas hapliodes cada una (Vasconcelos et
al.,, 2009). La antera de la vid estd formada bdsicamente por tres tejidos, una epidermis
externa, un endotecio delgado y el tapetum, un tejido que se caracteriza por un nimero
variable de nucleos por célula. Al interior de los sacos polinicos se encuentran las células
madres del polen. La meiosis en estas células da origen a las microsporas haploides, cuatro
por cada célula madre, que permanecen en el léculo donde son sostenidas por un fluido
nutritivo. Este fluido esta formado por la degeneracién del tapetum, que permanece hasta el
momento de liberacién del polen. El polen maduro tiene de 25 a 30 um de longitud y 12 a 15

pum de ancho (Vasconcelos et al., 2009).

En la vid, ademds del ya mencionado posible ortélogo de AG WMADS1, han sido
caracterizados tres homodlogos de genes de identidad floral de la clase B posiblemente
necesarios en el desarrollo de la antera y el polen, Vitis vinifera PISTILLATA (VvPI), Vitis
vinifera APETALA 3 (WAP3) y Vitis vinifera TM6 (VWTM6), siendo aparentemente, los unicos
miembros de esta clase en la especie. Como se espera para esta clase de genes, su expresion
se detecta en los verticilos segundo y tercero estableciéndose que la expresidon de WPl se

incrementa durante la maduracién del polen y disminuye entre los eventos de polinizacion y



fertilizacién, después de la caida de la corola, mientras WTM6 se expresa en la ultima etapa

del desarrollo de la antera (Poupin et al., 2007; Carmona et al., 2008).

1.2.4. Desarrollo frutal en la vid

Cuando la maduracién de los tejidos florales se concreta correctamente, ocurre la
polinizacién y la fertilizacion. En la vid puede ocurrir tanto polinizacién cruzada como
autopolinizacién, variando de un cultivar a otro (Staudt, 1999; Heazlewood y Wilson, 2004).
Tras el contacto del polen con el estigma comienza la fase de germinacién del polen y el
crecimiento del tubo polinico que se elonga a través del tejido estilar de transmision hacia los
o6vulos donde entra por la nucela y la pared del saco embrionario, liberando las células
espermaticas que fertilizaran a la célula huevo y la célula central (Pratt, 1971; Ciampolini et

al., 1996; Vasconselos et al., 2009).

Una vez producida la fertilizacién, se induce la expresion de genes para proteinas
asociadas al metabolismo de reguladores hormonales tales como giberelinas y auxinas, los
que promoverian la division y expansién celular dando inicio al desarrollo del fruto (Coombe,
1992; Conde et al., 2007; Dauelsberg et al., 2011, Kuhn y Arce-Jhonson, 2012). La fertilizacién
del évulo promoveria la remocion de un inhibidor de auxinas o aumentarian la sensibilidad a
esta hormona para estimular el crecimiento del nuevo fruto. Una vez ocurrido esto, la auxina
seria sintetizada en la semilla y transportada al pericarpio donde tendria un rol importante
en la regulacion de genes de la biosintesis y el catabolismo de giberelinas (van Huizen et al.,
1995; Ozga et al., 2003; Ozga y Reinecke, 2003; Symons et al., 2006; Martinez-Esteso et al.,
2011). Otros reguladores como acido salicilico y etileno parecen estar también involucrados
en el desarrollo de la baya y la semilla, no estando clara aun su funcién (Ferreira y Kieber,
2005; Deluc et al., 2007; Chervin et al., 2008 y 2010; Sun et al.,, 2010). La hormona 4cido
abscisico (ABA) estaria relacionada con la entrada en dormancia de la semilla y, siendo

emitida por esta, estimularia la maduracion de la baya (Kondo y Kawai, 1998).



Tras el proceso de establecimiento del fruto (“fruit set”), comienza el desarrollo del
embrion y endosperma, conjuntamente con la transformacion de los integumentos del évulo
y el tejido carpelar u ovario, los que derivan en la cubierta de la semilla y en el pericarpio,
respectivamente. El pericarpio se subdivide en un exocarpo o piel, el mesocarpo o pulpay el
endocarpo (Pratt, 1971; Opik y Rolfe, 2005, cap. 11; Purves et al., 2003, cap. 39). La curva de
crecimiento de la baya se divide en tres fases. La fase | consiste en una etapa de crecimiento
debido fundamentalmente a division de las células del pericarpio. Este primer proceso estd
positivamente correlacionado con la tasa de crecimiento de las semillas. La fase Il es una
etapa de receso del crecimiento. En esta fase se alcanza la madurez de las semillas y tiene
lugar un drastico cambio tanto fisioldgico como bioquimico de la baya, evento denominado
envero, el cual marca el inicio de la maduracién del fruto (Mullins et al, 1992). En la fase Il
(post-envero), se inicia la acumulacién de azucar, la sintesis de antocianinas y el desarrollo
del color y la condensacién de taninos, eventos que conducen, en ultima instancia, a la
maduracion. El aumento del tamano de la baya en esta etapa se genera por expansién celular
debida a la importacidn de agua y azucar al interior del mesocarpo (Coombe y Hale, 1973;

Coombe y McCarthy 2000; Colin, 2002; Roby y Matthews, 2004).

Las semillas parecen ser de suma importancia en la determinacién del tamafio final de
la baya y su habilidad para madurar luego del envero, influenciando el desarrollo general de
la baya mediante los reguladores del crecimiento producidos en su interior (Pratt, 1971;
Staudt y Kassemeyer, 1984; Ristic e lland, 2005; Friend et al., 2009; Conde et al., 2007).
Durante su crecimiento, la semilla de la vid debe pasar por tres procesos fisioldgicos: 1)
crecimiento, 2) acumulacién de reservas (aceites, proteinas y almidén) y 3) inicio de la
dormancia (Pratt, 1971; Ristic e Iland, 2005). Cada semilla se desarrolla de acuerdo a un
patrén definido que comienza con una rapida divisién y una alta tasa de crecimiento celular.
En las dicotiledéneas, el desarrollo de la semilla implica una fase inicial de activa proliferacién
del endosperma seguida de una segunda fase en que el embridn crece hasta reemplazar casi

todo el volumen del endosperma en la madurez. Como normalmente hay cuatro évulos, dos
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en cada carpelo, una baya puede tener potencialmente cuatro semillas (Weber et al., 2005;

Gutiérrez et al., 2007).

La embriogénesis implica la morfogénesis y la maduracién del embrion (Willemsen y
Scheres, 2004; Dumas y Rogowsky, 2008). De acuerdo a la informacién recogida
principalmente a partir de mutantes de A. thaliana, para el establecimiento del patrén
morfolégico y la polaridad son necesarios FTs como los del tipo WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX (WOX). WUSCHEL (WUS) codifica un FT con dominio “homeobox” que opera en
la region apical del embrién siendo activado por sefiales de citoquinina. WUS es un FT
maestro que mantiene indiferenciado el meristema apical mediante senales que emite desde
el centro de organizacion, un grupo celular localizado bajo la zona central del meristema
(Long y Barton, 1998; Leibfreid et al., 2005; Gordon et al., 2009; Lau et al., 2012). MINISEED3
(MNI3/WRKY10) es un FT involucrado en la respuesta a GA vy sintetizado tanto temprano en
el embrién como en el endosperma. Otros FT como MONOPTEROS (MP), BODENLOS (BDL) y
TOPLESS (TPL) controlan también el patrén bdsico embrionario (Szemenyei et al., 2008; De
Smet et al., 2010). Por su parte, LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) seria un activador transcripcional
maestro de genes relacionados a la morfogénesis embrionaria y la diferenciaciéon celular
(Verdier y Thompson, 2008). En la vid, se ha identificado a Vitis vinifera LEAFY COTYLEDON 1
LIKE (VvL1L) como regulador del proceso de embriogénesis, siendo utilizado este gen como
marcador de la presencia de embridn en las bayas (Maillot et al., 2009; Dualsberg et al.,

2011).

Al terminar la fase | de crecimiento rapido de la baya, las semillas alcanzan casi su
tamanio final, pero el embrion adn es pequefio. El endosperma comienza su desarrollo con
divisiones nucleares tempranas y crecimiento celular que continda hasta después de envero,
guardando la regulacién de su crecimiento estrecha relacion con el tamafo final de la
semilla. La semilla alcanza su aspecto maduro y maximo peso seco en plena fase Ill de
crecimiento de la baya, momento en que el embrién alcanza su longitud mayor y la baya su
peso maximo (Pratt, 1971; Mullins et al., 1992; Coombe y McCarthy 2000; Ristic e lland,
2005; Berger y Chaudhury, 2009).

11



Dos tipos de alteraciones en el desarrollo normal de frutos en la vid han sido
relacionados con anormalidades en el desarrollo de la semilla. En el cultivar Thompson
Seedless (Sultanina) ocurre un fendmeno denominado “estenoespermocarpia”, caracterizado
por el desarrollo de un rudimento de semilla sin endosperma. En este caso, los frutos son de
pequefio tamafio siendo necesaria la aplicacion de reguladores del crecimiento (giberelina)
para su crecimiento (Mullins et al., 1992; Kennedy et al., 2000). Un segundo tipo de
anormalidad en el desarrollo de las bayas de la vid corresponde al denominado
“millerandage”, el cual se genera por un evento de polinizacion sin fertilizacién efectiva que
conduce a la formaciéon de racimos en los que coexisten bayas semilladas de tamafio normal
y pequefias bayas partenocarpicas (no semilladas) cominmente denominadas “shot berries”
(Christensen, et al. 2006; Keller 2005; Mullins, et al. 1992). La ocurrencia de este fendmeno
ha sido relacionada con alteraciones en el metabolismo de poliaminas y con la disponibilidad,
asimilacién y transporte de micronutrientes esenciales tales como zinc, molibdeno y boro
(Callejas et al., 2004; Colin et al., 2002; Martinez De Toda, 1991). Recientemente, se ha
establecido que la formacién de polen aberrante con anormalidades estructurales parece
inducir este fenomeno en la vid. Variedades como Syrah y Chardonay, poseen un bajo
porcentaje de ocurrencia de polen defectuoso y una baja incidencia de “millerandage”, en
tanto que cepas como Carménere, Malbec y Merlot que exhiben la mayor tasa de
partenocarpia presentan a su vez una alta tasa de polen estructuralmente aberrante. La
alteraciones estructurales del polen inciden sobre su capacidad germinativa, detectdandose

deficiencias en el normal desarrollo del tubo polinico (Alva, 2011).

La extensiéon del fendmeno de “millerandage” es variable de temporada en
temporada y parece estar asociada a un evento de plasticidad fenotipica. Los frutos
partenocarpicos no semillados realizan un proceso de desarrollo anormal, registrando
severas anomalias fisioldgicas y metabdlicas que se traducen en una reducida acumulacion
de azlcares, baja produccion de antocianinas, elevado contenido de poliaminas y
metoxipirazinas, disminucién en la polimerizacidon de taninos, entre otros. Lo anterior indica

gue importantes modificaciones en el perfil de expresién de genes asociados a los procesos
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metabdlicos descritos han tenido lugar durante este fendmeno. La determinacién de tales
modificaciones provee de una interesante aproximacidon experimental para establecer la
participacién y el rol de los genes afectados en el desarrollo normal de bayas en la vid. En un
trabajo previo, los perfiles transcripcionales registrados durante el desarrollo de bayas
normales y partenocarpicas de la variedad Carménere, fueron comparados mediante
hibridaciones de macroarreglos. Aproximadamente 4.800 ESTs aislados desde librerias de
expresion de tejidos reproductivos del cultivar Carménére fueron incluidos en este andlisis
(Pena-Cortés et al., 2005). Los resultados obtenidos arrojaron una lista de aproximadamente
800 genes que presentaban una expresion diferencial en bayas partenocarpicas, en relacion
con bayas normales. Considerando el rol que la regulacién de la expresidn génica posee
sobre eventos de plasticidad fenotipica como el referido, especial atencién se confirié a
genes que codifican para proteinas asociadas a eventos de regulacion transcripcional, las que
fueron seleccionadas tanto en base a su nivel de expresion como por su significancia

estadistica, generando un conjunto de genes candidatos descritos en la tabla 1.

En este trabajo se presenta la caracterizacion de tres genes aislados de V. vinifera
cultivar Carménere, dos de los cuales aparecen en la tabla 1. El primero de ellos
correspondiente al gen representado por el EST cddigo VVCCGC3015D09.b. Este gen fue
escogido por estar fuertemente reprimido en bayas sin semilla y por tener similitud a
PhZPT3-3 de petunia y SIZPT3-1 de Silene latifolia, genes que codifican para un factor de
trascripcion del tipo C2/H2 “zinc finger” (Kubo et al., 2000; Jenkins et al., 2005), los que se
expresan en forma especifica en tejidos secretores del pistilo y que podrian representar
elementos importantes para una correcta fecundacion del évulo. Los genes segundo vy
tercero, corresponden a los representados por el EST VVCCGS2117F10.b., los cuales
codificarian para receptores quinasa putativos. Uno de estos genes corresponde al que
presenta la mayor tasa de represién en bayas carentes de semillas. Los perfiles de expresion
de los ESTs referidos en la hibridacidon de macroarreglos sugieren una asociacién de los genes
ellos representan con el desarrollo normal de fruto. Por tal razén, un andlisis pormenorizado

de su expresiéon en dos cultivares con diferente tendencia al desarrollo de bayas
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partenocarpicas (Carménere y Cabernet Sauvignon), permitiria establecer diferencias en su

nivel transcripcional que den cuenta de las distintas caracteristicas de ambos cultivares.
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Tabla 1. ESTs provenientes de libreria de expresion diferencial de bayas de vid cv. Carméneére con o
sin semilla. Los ESTs de la tabla corresponden a aquellos con una posible funcién reguladora de la
expresion de otros genes en bayas. Sombreados aparecen los ESTs seleccionados para ser
caracterizados en el presente trabajo.

ESTs Valor P Nivel d'e’
expresion

VVCCGC3052A12.b Similar to MADS-box protein 2 [Vitis vinifera], partial (61.6%) 0,0056 5,80

VVCCGC3049H04.b Similar to GHMYB10 [Gossypium hirsutum], partial (14.3%) 0,0066 3,40

VVCCGS2208C05.b Weakly similar to GHMYB10 [G. hirsutum], partial (74.7%) 0,0032 6,07

VVCCGC3054B05.b Weakly similar to KOW domain TF protein [A. thaliana], partial 0,0761 5,65
(13.9%)

VVCCGC1045H03.g Weakly similar to MADS box protein 26 [Cucumis sativus], partial ~ 0,0147 5,18
(73.3%)

VVCCGS1038B03.g Weakly similar to putative CCAAT-binding TF [Oryza satival, 0,0003 5,01
partial (79.2%)

VVCCGC1072A10.g Weakly similar to putative RING zinc finger protein [A. thaliana], 0,0342 5,00
partial (34.3%)

VVCCGC2030B11.b Weakly similar myb family TF [A. thaliana], partial (51.3%) 0,0277 3,42

VVCCGC1059G08.g Weakly similar myb-like TF 6 [Gossypium raimondii], partial 0,0285 2,87
(50.2%)

VVCCGC1004E09.g Similar homeodomain protein ARBORKNOX1 [Populus], partial 0,0436 0,41
(57.3%)

VVCCGS1049G01.g Similar to MADS box protein 26 [C. sativus], partial (64.1%) 0,065 0,35

VVCCGS1007H03.g Homologue to MADS-box protein 2 [V. vinifera], partial (68.7%) 0,0355 0,25

VVCCGC3081A10.b Homologue to MADS-box protein 4 [Vitis vinifera], partial 0,0078 0,12
(48.7%)

VVCCGC3073C10.b Homologue to FUL-like protein; VFUL-L [V. vinifera], partial 0,0013 0,10
(76.1%)

VVCCGS2111E05.b Weakly similar to WRKY DNA-binding protein 44, partial (21.6%) 0,0034 0,24

VVCCGC3056H06.b Weakly similar homeobox-leucine zipper protein [O. sativa], 0,0046 0,14
partial (55.2%)

VVCCGC3015D09.b Weakly similar to zinc finger protein ZPT3-3 [Petunia], partial 0,0694 0,11
(72.8%)

VVCCGS2243G12.b Weakly similar to SNF2/SWI2 family TF [A. thaliana], partial 0,0162 0,05
(11.9%)

VVCCGS2117F10.b Solanum chacoense receptor-like kinase 17 precursor (ORK17) 0,0008 0,01

mRNA, complete cds (65%)
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1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis

Los genes representados por los ESTs codigo VVCCGC3015D09.b y cddigo
VVCCGS2117F10.b en la base de datos DEGECHIVID, codifican para proteinas asociadas a la
red regulatoria del desarrollo floral y frutal de Vitis vinifera, por lo que poseen un patrén de
expresion tejido y estadio-especifico durante el desarrollo reproductivo en vides. Por
consiguiente cultivares con diferencias en su desarrollo reproductivo presentaran diferencias

en tal patrén.

Objetivo general

Analizar estructural y funcionalmente los genes representados por los ESTs cédigo
VVCCGC3015D09.b y cédigo VVCCGS2117F10.b y evaluar su patréon de expresion durante el

desarrollo floral/frutal de V. vinifera.
Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar estructuralmente los genes representados en la base de datos

DEGECHIVID por los ESTs cédigo VVCCGC3015D09.b y cédigo VVCCGS2117F10.b.

2. Evaluar el patrén de expresion relativa de dichos genes en tejidos vegetativos vy
reproductivos en distintos estadios de desarrollo en dos cultivares de vid con distinto

fenotipo, Carménere y Cabernet Sauvignon.

3. Evaluar el rol de genes homdlogos a los de Vitis vinifera sobre el fenotipo de la planta

modelo Arabidopsis thaliana.
4. Aislary caracterizar in silico las secuencias promotoras de los genes estudiados.

5. Analizar el efecto de hormonas vegetales y moléculas elicitoras sobre la expresion de
los genes en estudio.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES

2.1.1. Material vegetal

Vitis vinifera

Muestras de diversos organos de la planta de vid vinifera de los cvs. Carménere vy
Cabernet Sauvignon fueron colectadas durante las temporadas 2007-2008 y 2008-2009
desde un vifiedo comercial en el Valle del Maule en la zona central Chile. Las muestras fueron
tomadas desde noviembre, cuando ocurre la formacion de inflorescencias, hasta abril,
cuando las bayas estan maduras. El muestreo consistié en tomar los érganos a una misma
altura dentro de las plantas y al azar desde plantas sometidas a iguales condiciones en la
vifia. Los tejidos analizados fueron definidos de acuerdo al sistema modificado de Eichhorn-
Lorenz (Coombe, 1995). Los estadios florales colectados fueron: EL19 (inflorescencias o
pequeiios racimos), EL21 (flor cerrada) y EL23 (plena flor o flores con 50% de caida de
caliptra), colectando también polen en este ultimo estadio. En el caso de los estadios de
desarrollo frutal, estos fueron: EL31 (bayas en pre-envero con 7 mm de didmetro), EL35
(bayas en envero), EL36 (bayas post-envero) y EL38 (bayas con madurez de cosecha). Los
estadios fueron determinados para las bayas semilladas normales, de modo que los racimos
fueron colectados y las bayas normales y partenocarpicas fueron separadas para los procesos
posteriores. Las muestras de tejido vegetativo (raiz, hoja y zarcillo) fueron colectadas al

momento de pre-envero

Para ensayo de elicitores se utilizé bayas cosechadas en el estadio de pre-envero el afo

2009.
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Arabidopsis thaliana

Semillas de A. thaliana variedad Columbia tipo silvestre (WT) y mutantes con

insercién de DNA-T en la regiéon promotora de ZAT4 (linea CS841944) y la region codificante

de At3g03770 (linea CS804398) fueron obtenidas desde el Arabidopsis Biological Resource

Center (Ohio State University, Columbus, OH) y utilizadas para multiplicacién de plantas.

Estas plantas fueron genotipadas para confirmar mutacidn y caracterizadas fenotipicamente.

2.2. METODOS

2.2.1. Oligonucleétidos partidores utilizados en esta tesis

Tabla 2. Partidores cebadores para las reacciones de PCR utilizadas en el desarrollo del trabajo de

tesis
Temperatura
Gen o amplicén Partidor de anneling
(20)
Partidores empleados en PCR de tiempo real
WPSZ3 Fw: 5’- GGCTTCTTCATCCTCGTCATC -3’ 60
Rv: 5'- AGGCAGCATCAACAGCAAAG -3’ 60
VWFSK Fw: 5- TGCACAATGAACCAAGTGAGAGGC 3’ 58
Rv: 5’- CTACAGGCTCCTAGGATTACAC -3’ 58
WFTK Fw: 5- ATCAGATGCCTGCATAAGGACCCA -3’ 58
Rv: 5 - TGTGGAAGCAGCAAACCTGA -3’ 58
w185 Fw: 5'- CGTCCTAGTCTCAACCATAA-3’ 58
Rv: 5 — GAGTATGGTCGCAAGGCTGA -3’ 58
VWGAPDH Fw: 5-TTCCGTGTTCCTACTGTTG-3’ 60
Rv: 5’-CCTCTGACTCCTCCTTGAT-3’ 60
VUBI Fw: 5-GTGGTATTATTGAGCCATCCTT-3’ 60
Rv: 5"-AACCTCCAATCCAGTCATCTAC-3’ 60
ZAT4 Fw: 5'- ACGGAAGTAACATCGGAGCAGGAA-3’ 60
Rv: 5'- CCCGAATCACGCAAAGTCTGTTGT -3’ 60
ZAT9 Fw: 5’- ACGTCGAGTTCATAGAAACGAG -3 60
Rv: 5'- AAAAAGATTCAAACTTTACGAA -3’ 60
AtF-Box Fw: 5- TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT -3’ 60
Rv: 5'- GATTCCAAGACGTAAAGCAGATC -3’ 60
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Partidores empleados para amplificar los marco de lectura abierto completos

VWPSZ3 Fw: 5'- AGGGATCCATGGAGAAGCACAAGTG -3’ 60
Rv: 5- TTGAATTCCCTTAGCCATTCATCGTCT -3’ 60
VWFSK Fw: 5- ATGGGGACACAAATCCTTCCTT -3’ 63
Rv: 5- ACTCATTGTGAAGACAAGTCAG-3’ 63
WFTK Fw: 5- ATCTCGAGATGGCAAAAGGATTCTGC -3’ 65
Rv: 5’- CCCCGGTACCCATGAATGTTGAGACG -3’ 65
ZAT4 Fw: 5'- GTGTTCTAGAATGGAGAGATACAAGT -3’ 60
Rv: 5- CCTTGAGCTCTCACCATTCATCAAACA -3’ 60
ZAT9 Fw: 5- GTGTTCTAGAATGGAGAGATACAAGT -3’ 60
Rv: 5- CCTTGAGCTCTCACCATTCATCAAACA -3’ 60

Partidores empleados para amplificar los promotores de los genes indicados

PromotorVvPSZ3 Fw: 5- CCTAGAGCTCCATCCCCTCTTTCTTCT -3’ 58
Rv: 5’- AAACTCTAGACTCACTTTCTCTCTCTC -3’ 58
PromotorZAT4 Fw: 5- GAGATCTAGAGGTTTGGCACCACCAT -3’ 57
Rv: 5- CGACGAGCTCGTACAGAACAGAGATA -3’ 57

Partidores empleados para subclonar en vector de expresion pGFPau

VwPS5Z3 Fw: 5- TTCCTTTAAAGCGATGGAGAAGCACAAGTGCA -3’ 57
Rv: 5'- TTGGCCATGGCTGCGGCTCGTCTGATGGGGTTCA -3’ 57
ZAT4 Fw: 5- GTGTCTCGAGATGGAGAGATACAAGTGTAG -3’ 57
Rv: 5'- TGTTGCCATGGCTGCTGCCCATTCATCAAATACCAAA -3’ 57

Partidores empleados para detectar inserto de ADN-T en genoma de lineas de A. thaliana

pCSA110 Fw: 5’- ATTGATGAAACTGCTGCTGT -3’ 58
Rv: 5'- GGTGATACATATCCAGCCAT -3’ 58
pAC161 Fw: 5’- CCGTTGCTGTCGTAATGATA -3’ 60
Rv: 5'- CTGCTGTCGGAAATGACAAT -3’ 60

2.2.2. Generacion de plantas en maceta de A. thaliana

Las semillas se esterilizaron superficialmente tratandolas con una soluciéon de
hipoclorito de sodio al 30% y Tween 20 al 0,01% por 5 minutos, seguido de un lavado con
etanol al 70% vy tres lavados con agua estéril. Luego fueron resuspendidas en agua estéril y

sembradas en placas petri en medio conteniendo sales Murashige and Skoog pH 5,8, 10% D-
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sacarosa y 15 g/L de agar. Para las semillas mutantes, se incluyé en el medio 100 mg/L del
herbicida DL-fosfinotricina. Todos los insumos de Phytotechnology Laboratories, KS, USA,
excepto agar (Phyto agar, Duchefa Biochemie, Harlem, The Netherlands). A los 18 dias las
plantas fueron trasplantadas a macetas con sustrato consistente en suelo, perlita y
vermiculita. Las plantas fueron crecidas en camara a 20° C y en condiciones de dia corto (8

hrs. luz) y largo (16 hrs. luz).

2.2.2.1. Evaluacidn de plantas de la linea de insercion CS841944

Se compar¢ el fenotipo de las mutantes de A. thaliana CS841944 contrastandolas al
WT. La linea CS841944, posee una insercion de ADN-T entre los nucledtidos -360 y -361 de la
region rio arriba de AtZAT4, (Fig. 15). Semillas provenientes de plantas heterocigotas
autopolinizadas (n=96) se sembraron en un medio suplementado con el herbicida
fosfinotricina a fin de eliminar las plantas tipo silvestre generadas durante la autopolinizacién
y seleccionar aquellas que contienen la insercién de ADN-T. Las plantas sobrevivientes fueron
analizadas mediante PCR sobre ADN gendmico, para determinar la presencia tanto del alelo
tipo silvestre como del alelo que contiene la insercion de ADN-T. El total de plantas
analizadas (n=24) registré la presencia de ambos alelos simultdaneamente (Fig. 16), indicando
gue ellas corresponden a heterocigotos. La morfologia de la roseta fue analizada en base al
numero de hojas de roseta en “bolting” (emision de escapo floral) y al diametro de la roseta
en “bolting” y en madurez del eje principal. La arquitectura de la inflorescencia se determind
midiendo la altura del eje principal maduro, el nimero de silicuas que este produjo, el
numero de meristemas secundarios no elongados y el nimero de inflorescencias axilares
elongadas en el eje principal. El desempefio reproductivo se evalud en base a la cantidad de

flores tempranas y el nimero de semillas por silicuas.

21



2.2.3. Tratamiento de bayas y plantas con hormonas y moléculas inductoras de

respuesta en plantas

Para el ensayo de expresion génica en respuesta a compuestos elicitores, los racimos
frescos se sumergieron en agua destilada para separar las bayas manteniendo el pedicelo.
Las bayas fueron puestas sobre bandejas perforadas (Anexo 1), dispuestas de modo que sdélo
el pedicelo tomara contacto con las soluciones detalladas a continuacién: giberelina 500 uM,
Ethrel (etefén, Acido-2-cloroetil-fosfénico) 0,2%, 4acido abscisico 200 upM, acido
naftalenacético 500 uM, metil jasmonato 20 mM, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 100
mg/L, acido salicilico 150 uM, sacarosa 0,1 M, H,0, 10 mM, ZnCl, 250 ppm y 6-
benzilaminopurina (BAP) 2mg/L. Como control se usé bayas tratadas sélo con el coadyuvante
surfactante (Tween 20 0.02%). Para los tratamientos se colecté en dos tiempos: 6 horas de
exposicion y 24 horas de exposicidon. Luego del tratamiento, las bayas se congelaron en N,

liquido.

2.2.4. Identificacion y aislamiento de genes con funcién reguladora

2.2.4.1. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de V. vinifera y A. thaliana

Para vides, la extraccion de ADN se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Steenkamp et al (1994). Para A. thaliana, se extrajo DNA gendémico de acuerdo al método
rapido descrito por Giraudat (2003). La calidad del ADN obtenido fue determinada mediante
electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio para verificar su integridad y
por la relacidn A,g0/Az30 mayor que 1,95 para determinar su contaminacion con proteinas. La
concentracion de los 4acidos nucleicos fue determinada mediante el uso de

espectrofotémetro NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).
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2.2.4.2. Extraccion de acido ribonucleico (ARN) total de V. vinifera y A. thaliana y sintesis

de ADNc

El ARN de vides cvs. Carméneére y Cabernet Sauvignon fue extraido desde los distintos
organos de acuerdo al método desarrollado por Reid (Reid et al., 2006). Para extraer ARN de
los tejidos de A. thaliana se utilizé el kit comercial SV Total RNA Isolation System (Promega,
WI, USA) siguiendo instrucciones del fabricante. La integridad del ARN total fue verificada
mediante electroforesis de gel desnaturantes de agarosa/formaldehido tefiido con bromuro
de etidio y por una relacidon A,s0/Az30 mayor que 1,95. La concentracidon del ARN fue medida
del mismo modo que la del ADN. Se sintetizé el ADNc utilizando kit Stratagene Affinity Script
Multiple Temperature Reverse Transcriptase (Agilent Technologies, CA, USA) de acuerdo a
instrucciones del fabricante, empleando 2 pg totales de ARN por muestra y con

oligonucleétidos partidores del tipo oligo(dT).

2.2.4.3. Clonacidn de los genes de interés

En estudios previos relativos al desarrollo frutal de la vid, se generd una libreria de
expresion proveniente de bayas normales y sin semillas de Vitis vinifera cv. Carménere.
Desde ésta se selecciond genes candidatos con posible funcién reguladora. Para el disefio de
los partidores utilizados en el aislamiento de los marcos de lectura abiertos (ORF) de largo
completo y las secuencias de las putativas regiones promotoras, se obtuvo la secuencia
completa de los genes comparando sus respectivos ESTs presentes en la base de datos
DEGECHIVID (Pefia-cortés et al., 2005) con las bases de datos TIGR Plant Transcript
Assemblies (http://plantta. jcvi.org/index.shtml) y GENOSCOPE del cultivar Pinot Noir
(www.genoscope.cns.fr/). En el caso de los genes de A. thaliana, la secuencia gendmica para
el disefio de partidores, se obtuvo desde el TAIR SeqgViewer (versiéon TAIR 10.0 genome
sequence, arabidopsis.org). Una vez obtenidos los partidores, se realizo las reacciones de PCR
en 25 o 50 pL empleando 100 ng de ADN y ADNc, 1,5 mM MgCl2, 1X PCR Buffer, 250 nM de
cada partidor, 200 nM dNTPs y 0,25 U de Taq polimerasa (Invitrogen). Los pardmetros de

cada PCR fueron: un paso inicial de desnaturacion a 95 2C por 7 min, 35 ciclos de 95 eC por 40
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s, 45 s a la Tm del partidor y 72 2C por un minuto por kilobase amplificada y, finalmente, 72
oC por 5 min. Los productos de PCR fueron separados por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X. Las bandas correspondientes fueron escindidas del gel y el
ADN fue extraido mediante el sistema EZNA Elution gel Kit (Omega Bio-Tek). Los fragmentos
de DNA fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega, WI, USA). Los vectores
recombinantes para la secuencias de interés se emplearon para transformar células
competentes de Escherichia coli DH5a por el método quimico. Las colonias transformantes
fueron seleccionadas en base a su capacidad de crecer en un medio selectivo con ampicilina
(100 pg/ml) y por su coloracion. Posteriormente, colonias transformantes seleccionadas se
crecieron con agitacion por 12 horas en medio LB liquido suplementado con ampicilina (100
ug/ml). Luego, las células fueron precipitadas mediante centrifugacién (9000 rpm por 5
minutos) a temperatura ambiente. El pellet bacteriano fue empleado para la purificacién del
ADN plasmidial mediante el sistema EZNA Plamid Miniprep Kit | (Omega Bio-Tek) de acuerdo

al protocolo propuesto por el fabricante.

La secuencia de los plasmidos recombinantes fue determinada a través del servicio de
secuenciaciéon de la empresa MACROGEN (http://www.macrogen.com), Korea. Cada clon fue
secuenciado 5 veces y cada una de las secuencias obtenidas fue verificada en cuanto al
numero de ambigliedades y las bases leidas de acuerdo al tamafio de secuencia esperado, de
modo de detectar anomalias generadas por el proceso de secuenciacién. Luego, se
eliminaron las secuencias del vector de clonamiento y posteriormente las secuencias limpias
se analizaron mediante los algoritmos BLASTn y BLASTx para conocer el grado de homologia
gue presentaban con las aquellas disponibles en la base de datos (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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2.2.5. Analisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas deducidas

2.2.5.1. Determinacion de estructura y organizacion gendmica

A partir de las secuencias obtenidas se realizaron alineamientos comparando las
secuencias aisladas desde ADN y ADNc. Esta comparacion se realizdé empleando los

programas CLC Main Workbench 6.0.2 (CLC bio, MA, USA) y la base de datos GENOSCOPE.

2.2.5.2. Andlisis de secuencias aminoacidicas deducidas, prediccion de topologia y

localizacion subcelular.

Las secuencias génicas confirmadas, fueron traducidas mediante la utilizacién del
programa Traslate del Expasy Bioinformatics Resource Portal (Gasteiger et al., 2003) para
obtener los ORF de secuencia completa. El andlisis y busqueda de dominios conservados en
las secuencias aminoacidicas obtenidas, fue llevado a cabo utilizando los algoritmos
computacionales InterProScan (Hunter, et al. 2009), SMART (Schultz et al., 1998) y Scansite
2.0 (Obenauer et al.,, 2003). Los potenciales dominios transmembrana de las proteinas
codificadas fueron identificados utilizando los algoritmos computacionales Phobius (Kall et
al., 2004) y TMHMM (Krogh et al., 2001), mientras que la identificacion de dominios LRR fue
realizado con LRRFinder (Gong et al., 2010). Para identificar péptidos sefiales y sefiales de
localizacion celular se utilizé SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004) y NucPred (Brameier et al.,
2007), respectivamente. Los posibles blancos de localizaciéon subcelular de las secuencias
aminoacidicas en estudio, fueron determinados mediante SherLoc (Shatkay et al., 2007),
CELLO v.2.5: subCELlular LOcalization predictor (Yu et al., 2006) y Wolf PSORT-II (Horton et
al., 2007). La expresién putativa de los genes de A. thaliana fue predicha en la herramienta

online Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007).

2.2.5.3. Anadlisis filogenético

Para identificar secuencias relacionadas a los genes en estudio, en la base de datos

GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), se empled el algoritmo BLASTp usando la
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secuencia aminoacidica deducida de estos genes. El programa ClustalX fue utilizado para
crear el alineamiento multiple (Thompson et al., 1997). El alineamiento resultante fue
empleado para crear el arbol filogenético por el método del vecino mas cercano (neighbor-
joining method; Saitou & Nei, 1987) usando la versién 4 del programa MEGA (Tamura et al.,

2007).

2.2.5.4. Analisis in silico de las regiones regulatorias en cis de los genes en estudio

La busqueda de elementos en cis en los promotores de los genes se realizd online con
los programas PLACE (www.dna.affrc. go.jp/htdocs/PLACE/; Higo et al., 1999) y CONSITE
(http://asp.ii.uib.no: 8090/cgi-bin/CONSITE/consite; Sandelin et al., 2004).

2.2.6. Localizacion subcelular de VvPSZ3 y ZAT4

Los genes analizados fueron clonados en vector pGEM-T Easy (Promega, WI, USA)
eliminando el codén de término y afiadiendo la secuencia de corte para Ncol en su extremo
3’. El plasmidio resultante fue tratado con enzima Ncol y el fragmento liberado fue ligado en
vector pGFPau linealizado con la misma enzima, quedando entre el promotor CaMV35S y la
secuencia codificante de la proteina fluorescente verde sintética sGFP(S65T) (Chiu et al.,
1996; Leivar et al., 2005). Las construcciones fueron chequeadas por secuenciacion. El
bombardeo de microparticulas se realizdé con el sistema Biolistic PDS-1000/He Particle
Delivery (Bio-Rad) utilizando particulas de tungsteno (M17 de 1,1 yu) como microcarrier, una
presiéon de descarga de 1200 p.s.i. con discos de ruptura de 1100 p.s.i y una distancia de 6 cm
respecto del tejido. El microcarrier fue disparado sobre células epiteliales de cebolla, las
cuales fueron luego incubadas en oscuridad por 24 hrs. a 22° C y 100% de humedad. La
expresion transitoria de las proteinas de fusidon fue observada bajo microscopio confocal de

fluorescencia Leica SPII.
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2.2.7. PCR cuantitativa en tiempo real

Las amplificaciones de ADN por PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un
termociclador DNA Engine Opticon 2 Cycler System (MJ Research) y equipo Stratagene
Mx3000P (Agilent Technologies). En todas las reacciones se empled el sistema Brilliant SYBR
Green Master Mix (Stratagene) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Se
analizaron tres replicas biolégicas por cada estadio y para cada replica bioldgica las
reacciones PCR en tiempo real se realizaron en triplicado (réplicas técnicas) para cada estadio
y 6rgano estudiado, empleando 2 pl Master Mix, 250 nM de cada partidor, 1 pl de ADNc a
una concentracion de 25 ng/uL y agua libre de nucleasas hasta un volumen de reaccion final
de 20 pl. ARN total libre de ADN de cada érgano y estadio del desarrollo analizado y agua,
fueron incluidos en cada corrida como controles negativos. La fluorescencia fue medida al
final de cada paso de amplificacion. La amplificacion fue seguida de una curva de
desnaturalizacion generada mediante la lectura continua de fluorescencia durante un

incremento de temperatura desde 65 2C a 95 2C.

Los datos obtenidos fueron manualmente analizados y la expresién fue normalizada a
los genes W18S, GADPH (VWGADPH, NCBI/GenBank Database accession number CN938023) y
UBIQUITINA (VvUBQ, TIGR Database accession number TC32075) para minimizar las posibles
variaciones en las cantidades de templado empleadas. El doble de expresidon versus un
calibrador fue considerado significativo. Los genes Vw18S (nimero de accesion GQ849399.1
en la base de datos NCBI/GenBank), VWWGADPH (nimero de accesion CN938023 en la base de
datos NCBI/GenBank) y VWUBQ (numero de accesion TC32075 en la base de datos TIGR)
fueron seleccionados para la normalizacién de los datos debido a su consistencia en los
niveles de transcriptos en todos los érganos estudiados. Para asegurar que los transcriptos
de solo un gen habian sido amplificados, los productos de reaccidén (amplicones) fueron

secuenciados y confirmada su pertenencia al gen bajo analisis.
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3.RESULTADOS
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3.1. EL GEN REPRESENTADO POR EL EST VVCCGC3015D09.b CODIFICARIA UN PUTATIVO
FACTOR DE TRANSCRIPCION DEL TIPO “ZINC FINGER” C2/H2

En el marco del estudio del desarrollo frutal de la vid (Desarrollo de una plataforma
cientifico-tecnoldgica para el desarrollo de la gendmica vegetal en Chile. Etapa |: Gendmica
funcional en vid) se generd una libreria de expresion en tejidos reproductivos de la vid. A
partir de esta, un analisis de hibridacion de macroarreglos permitié identificar una serie de
posibles genes reguladores de importancia para el desarrollo reproductivo normal en la vid
(Tabla 1). El gen representado por el EST cédigo VVCCGC3015D09.b (de aqui en adelante
VvPSZ3 (Vitis vinifera POLLEN AND SEED ZINC FINGER PROTEIN, donde el nimero 3 indica la
cantidad de “zinc fingers”) fue seleccionado para ser analizado por su nivel de represién en
las bayas sin semillas y por su similitud con PhZPT3, un gen clave en la fecundacién floral de
petunia (Kubo et al., 2000). De forma paralela y a modo de comparacidn se caracterizé al gen

AtZAT4, homologo de VWPSZ3 en Arabidopsis thaliana.

3.1.1. Aislamiento y secuenciacion de los genes VvPSZ3 y su homdélogo AtZAT4

Utilizando partidores para largo completo de los genes (tabla 2) se realizé reaccién de
PCR sobre ADNg de Vitis vinifera Cv. Carménére y plantas enteras con flor de A. thaliana
ecotipo Columbia y sobre ADNc sintetizado a partir de ARN de bayas en envero en el caso de
la vid y ARN de plantas enteras en el caso de A. thaliana. Para las reacciones tanto sobre
ADNg y ADNc, el producto amplificado correspondié a un amplicén de igual tamano en
ambas especies, confirmandose que las secuencias eran iguales en ambos casos con
secuenciacion nucleotidica. Esto sugiere que WPSZ3 de vid y ZAT4 de Arabidopsis thaliana
son genes sin intrones (Fig. 1; http://arabidopsis.org/servlets/sv?action=seq&start=
18603218&Ilength=10000&band=0&option2=0). Por otro lado, en el genoma de la vid,
VVPSZ3 corresponde a un gen de copia Unica que, utilizando la herramienta Grape Genome
Browser de Genoscope, fue localizado en el cromosoma 15 de Vitis vinifera
(http://www.genoscope.cns.fr/spip/).
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Figura 1. Gen VvPSZ3 aislado desde Vitis vinifera. Cariotipo de la especie sefialando ubicacion del
gen, y el marco abierto de lectura de 1080 pb (http://www.genoscope.cns.fr/externe
/GenomeBrowser/Vitis/).

3.1.2.  VvPSZ3 seria una proteina “zinc finger” Cys2/His2

La traduccion in silico de VvPSZ3 indica que este gen codificaria una proteina de 359
aminodacidos con una masa molecular calculada de 40,298 kDa y un pl tedrico de 5,65. El analisis
de la secuencia aminoacidica deducida de VvPSZ3 permite establecer tres motivos conservados
“zinc finger” tipo Cys2/His2, una caja B (RRRRSKRXR) que actuaria como sefial de localizacién
nuclear, una caja L (region rica en leucina, EEXXAXCLXXL) entre los dos primeros “zinc finger” y
una caja EAR (DLNL) en el extremo C terminal, la que se ha descrito como un dominio represor en
otras proteinas (Ohta et al., 2001; Fig. 2). Cada uno de los motivos “zinc finger” contiene la
secuencia conservada QALGGH. Para el primero el motivo, QALGGH corresponde al tipo K2-1, en
el segundo es tipo Q2-2 y en el tercero tipo Q2-3 (Englbrecht et al., 2004). ZAT4 (At2g45120) y
ZAT9 (At3g60580) son las proteinas hipotéticas con las que tiene mayor identidad en A. thaliana,
con un 45,8% y un 43% respectivamente (Fig. 3). Cabe destacar que un andlisis detallado
profundiza la diferencia con la segunda: ZAT9 es mas pequeia (288 aminoacidos contra 314 de
ZAT4) y en su primer “zinc finger” (también del tipo K2-1) reemplaza el aminioacido Q por Ky no
por R en la secuencia QALGGH. Ademas, VvPSZ3 comparte identidad con proteinas “zinc finger”

tipo Cys2/His2 que ya han sido reportadas, como PhZPT3-3 de Petunia hybrida (47%) y SIZPT3-2

de Silene latifolia (45%), con posibles roles en el desarrollo reproductivo.
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Figura 2. Representacidon esquematica de los dominios proteinicos con motivos y sitios funcionales
de VvPSZ3 de vid y ZAT4 y ZAT9 de A. thaliana. En negro, los dominios “zinc finger”, en verde la caja
B o sefial de localizacién celular y en azul la caja EAR. Los nimeros indican las posiciones de los

aminoacidos.
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Figura 3. Comparacion de la secuencia aminoacidica de VvPSZ3 con sus putativos homadlogos de
otras especies de plantas. El alineamiento fue realizado con las secuencias con mayor identidad
presentes en plantas (al afio 2011). Los residuos aminoacidicos idénticos se muestran ennegrecidos.
Los tres dominios “zinc finger” y la caja L encontrados usando InterProScan y SMART se encuentran
encerrados en cuadros. La sefial de localizacion nuclear (identificada con NucPred; Brameier et al.,
2007) se encuentra sefialada como NLS. La caja EAR del extremo carboxilo terminal fue identificada
por inspeccion visual, de acuerdo a lo descrito en la literatura.
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El alineamiento multiple de VvPSZ3 con sus putativas homdlogas de angiospermas
lefiosas y herbdceas muestra un alto grado de conservacion en las secuencias aminoacidicas
de los dominios “zinc finger”. Por otro lado, hay divergencia en la regién inmediatamente
posterior a la primera de dichas estructuras. Para determinar la distancia genética entre
VWPSZ3 y otros genes que codifican proteinas similares de angiospermas, se construyé un
arbol filogenético usando las secuencias proteicas deducidas disponibles en las bases de
datos Genebank y SOL Genomics (Fig. 4). El arbol filogenético generado muestra que VvPSZ3
se agrupa con algunas proteinas no descritas de Glycine, Prunus, Populus y Silene, y con ZAT4
y ZAT9 de A thaliana. En un grupo aparte pero no distante estan otras C2H2-ZFPs de vid, pero

que cuentan con cuatro de estos dominios (las mds cercanas) o con dos (las mas distantes).

3.1.3. VvPSZ3 DE VID Y ZAT4 DE A. thaliana SE LOCALIZARIAN EN EL NUCLEO

Los programas Wolf PSORT-II (Horton et al., 2007)y NucPred (Brameier et al., 2007)
permitieron predecir, como primera aproximacién, la localizacién subcelular nuclear de
VVPSZ3 y ZAT4. Para comprobar esto experimentalmente, se fusiond las proteinas VVZFC3 y
ZAT4 a sGFP. Estas proteinas asi dispuestas fueron expresadas de manera transitoria bajo el
control del promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S en células epidermales
de cebolla. La fluorescencia de las proteinas de fusién VvPSZ3:sGFP y ZAT4:sGFP fue
observada en el nucleo (Fig. 5), mientras que la fluorescencia del control, correspondiente a
sGFP, fue localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo de la célula (Fig. 5c), sugiriendo

una funcidn nuclear para VvPSZ3 y ZAT4.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas entre VvPSZ3 y proteinas similares encontradas en otras especies
de plantas. El andlisis filogenético se realizé utilizando MEGA 4.0 en base a alineamiento multiple
generado con ClustalX. Se asume que el largo de las ramas es proporcional a las distancias
filogenéticas. El nombre de la secuencia indica el nombre del género o la especie. Nt, corresponde a
Nicotiana tabacum; S|, a Silene latifolia; Slyc, a Solanum lycopersicum; Ppersica, Prunus persica y Ph,
Petunia hybrida.
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Figura 5. Localizacion celular de VvPSZ3:sGFP y ZAT4:sGFP en planta. Expresién transitoria de las
construcciones (A) VvPSZ3:sGFP, (B) ZAT4:sGFPy (C) sGFP en células epidermales de cebolla. Las
construcciones genéticas en el vector pGFPau fueron incorporadas mediante bombardeo de

particulas de tungsteno. Las capas de células epidermales transformadas fueron incubadas por 24hrs
a 229C en oscuridad, posteriormente la fluorescencia fue visualizada mediante microscopia confocal.
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3.2. ANALISIS DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES VvPSZ3 Y ZAT4

Con el objetivo de conocer los perfiles de expresién del gen VWPSZ3 durante el
desarrollo reproductivo en la vid, se analizé su actividad transcripcional mediante gRT-PCR en
diferentes estadios del desarrollo floral/frutal de distintos cultivares de vid. A modo de
comparacion se realizé el andlisis de expresidon del gen AtZAT4, el homdlogo mas cercano a

VvPSZ3, en diferentes tejidos de A. thaliana.

3.2.1. El gen VWPSZ3 presenta un patrén de expresion diferencial en los distintos 6rganos

de la vid.

La expresion relativa de VwPSZ3 fue determinada mediante gqRT-PCR en muestras
obtenidas de diferentes 6rganos de plantas de vides del cultivar Carméneére. La expresién en
los tejidos provenientes de los diferentes érganos analizados fue comparada con el nivel de
expresion registrada en raices, al que se le asignd valor de expresiéon = 1. En tejidos
vegetativos (hojas y zarcillos), se detecté una induccidn en la expresidon de este gen respecto
de tejido radicular (5,6 y 3,6 veces, respectivamente; Fig. 6). Un aumento en el nivel de
expresion fue observado al realizar similar analisis en tejidos florales. En relacién con el valor
de referencia en raices, en inflorescencias y flores cerradas se registré una induccién de 8,1y
9,6 veces, respectivamente, decayendo posteriormente en flores abiertas (Fig. 6). Una nueva
induccion de la actividad transcripcional se observé durante el desarrollo de bayas,
alcanzando su nivel maximo (14,9 veces) en bayas al estado de envero para disminuir en
estadios posteriores del desarrollo frutal (Fig.6). EI mismo patrén de expresion fue observado
al analizar la actividad transcripcional de VvPSZ3 en diferentes drganos del cultivar Cabernet
Sauvignon. Sin embargo, los niveles de expresion relativa registrados en esta variedad son
significativamente mayores a aquellos establecidos para el cultivar Carménére en tejidos

florales (Fig. 7).
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Figura 6. Andlisis de expression de VwPSZ3 en varios érganos de Vitis vinifera cv. Carménére por
gPCR. Hoja, estadio EL31; Inflorescencias, EL19 o flores inmaduras compactas; Flores cerradas,
EL21; Flores, EL23 o flores con 50% de caida de pétalos; Baya pre-e., EL31 o estadio pre-
envero; Baya e., EL35 o estadio de envero; Baya post e., EL36 o estadio post-envero; Baya m.,
EL38 o bayas con madurez de cosecha. La expresion en raices fue ajustada a 1 como valor relativo.
Los niveles de expresion de VvPSZ3 fueron normalizados contra el de VwUBQ. Los datos corresponden

al promedio + SD (n = 3). Letras distintas corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p
< 0,05).
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Figura 7. Comparacion de los patrones de expresion deVvPSZ3 en dos cultivares tradicionales de
Vitis vinifera. Inflorescencias, estadio EL19 o flores inmaduras compactas; Flores cerradas,
EL21; Flores, EL23 o flores con 50% de caida de pétalos; Baya pre-e., EL31 o estadio pre-
envero; Baya e., EL35 o estadio de envero; Baya post e., EL36 o estadio post-envero; Baya m.,
EL38 o bayas con madurez de cosecha. Las muestras de flores de Carménére fueron usadas como
calibrador de valor 1y la expresidn fue normalizada contra el nivel de expresién deVwvUBQ. e.: envero.
Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas corresponden a diferencias
significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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3.2.2. WPSZ3 es principalmente expresado en polen y en semillas

La expresion de VWPSZ3 fue analizada en mayor detalle en flores y frutos al estadio de
pre-envero. El nivel transcripcional de este gen fue determinado tanto en flores completas y
en polen aislado como en bayas completas y, separadamente, en piel pericarpio y semillas.
Para efectos comparativos se asignd a la expresion detectada en flores completas un valor =
1. Los resultados obtenidos de este andlisis indican que en flores, el gen VvPSZ3, posee una
mayor expresion en polen aislado que en flores completas (4.1 veces). Del mismo modo en
bayas en pre-envero la expresion del gen referido se localiza en semillas, alcanzando un nivel
transcripcional 10,1 veces mayor que aquel detectado en flores completas, observdndose un
bajo nivel de expresidon en pieles y pericarpio. Coherente con este resultado, las bayas
semilladas poseen un nivel de expresidn mayor que bayas partenocdrpicas carentes de

semillas (Fig.8).

3.2.3. La expresion de VvPSZ3 en bayas de vides es fuertemente inducida en respuesta a

tratamiento exégeno con ABA y SA

A fin de explorar los mecanismos y las vias de transduccién de sefales involucradas en
la induccidén de la expresién de VWPSZ3 en frutos, se cuantificd la actividad transcripcional de
este gen en bayas al estado de envero sometidas a tratamiento exdgeno con diferentes
hormonas y moléculas elicitoras. Al nivel de expresién detectada en las muestras control
tratadas con H,0 destilada se asignd valor de expresién = 1. De los compuestos ensayados, se
establecié una fuerte inducciéon de la actividad transcripcional del gen en estudio en
respuesta a ABA tanto a las 6 h (9,5 veces) como a las 24 h (19,4 veces) de tratamiento. Una
fuerte induccidn fue también observada en respuesta a SA tanto a las 6 h como a las 24 h de
exposiciéon (9,1 y 8,6 veces, respectivamente). Inducciones altas pero de menor magnitud a
las referidas anteriormente se observaron en respuesta a tratamiento con sacarosa y NAA

(4,5 -6 veces), en tanto que inducciones moderadas (2-3 veces) fueron registradas para BAP y
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GA. Finalmente, tratamiento con Ethrel (producto que libera etileno en solucidn acuosa) y

ZnCl; no mostraron efecto sobre la expresion del gen VWPSZ3 (Fig. 9).

3.2.4. El patrén de expresion de ZAT4 es similar al de VwPSZ3

La expresion de los genes homélogos mas cercanos a VWwPSZ3, ZAT4 y ZAT9 de
Arabidopsis thaliana fue evaluadas in silico mediante el software Arabidopsis eFP Browser
(Winter et al., 2007) sobre datos obtenidos por hibridacidon de microarreglos contenidos en la
base de datos “The Bio-Array Resource for Plant Biology” (http://bar.utoronto.ca/). De
acuerdo a este andlisis, tales genes son predominantemente expresados en tallos, flores,
polen maduro y semillas de Arabidopsis (Fig. 10), patrén similar al detectado para VwPSZ3.
Para validar tales resultados, las expresiones de ZAT4 y ZAT9 fueron evaluadas mediante qRT-
PCR en diferentes tejidos de A. thaliana, incluyendo plantulas de cinco y diez dias hasta
tejidos vegetativos (raiz, hoja y tallo) y reproductivos (flores y silicuas). Los resultados
obtenidos de este analisis indican que ZAT4 muestra un nivel de expresion significativamente
mayor que ZAT9 en los tejidos analizados, registrando su mayor actividad transcripcional en

tallos, flores y silicuas (Fig. 11).
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Figura 8. Comparacion de los niveles de expresidon de VvPSZ3 en flores y polen y entre bayas de
Carménere normales y sin semilla. Pericarpio, piel y semillas fueron tomados de bayas normales. Las
muestras de flores fueron usadas como calibrador de valor 1y la expresion fue normalizada contra el
nivel de expresién deVwUBQ. Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas
corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Figura 9. Expresion de VvPSZ3 en bayas tratadas con distintas moléculas elicitoras. Control: bayas
sin tratamiento (valor relativo 1); C: control H,0 Tween 20; ABA: acido abscisico; BAP: 6-
bencilaminopurina; Ethrel, etefén 0,2%; GA: acido giberélico, NAA: acido naftalenacético; Sac:
sacarosa; SA: 4cido salicilico y Zn: ZnCl,. t1 y t2 corresponden a 6 y 24 horas de exposicion,
respectivamente. Los niveles de expresién deVvPSZ3 fueron normalizados contra los de VVRNA18S.
Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas corresponden a diferencias
significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Figura 11. Analisis mediante qPCR de la expresion de AtZAT4 (negro) y AtZAT9 (gris) en diversos
drganos de A. thaliana. La expresion de AtZAT4 en raices fue ajustada a 1 como unidad relativa. La
expresion de los genes de interés fue normalizada contra la expresion del gen F-box. 5d y 10d,
plantulas de 5 y 10 dias, respectivamente. El resto de las muestras fueron tomadas de plantas
adultas. Los datos representan el promedio = SD (n = 3). Letras distintas corresponden a diferencias
significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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3.2.5 El perfil de expresion de los genes VwPSZ3 y ZAT4 es coherente con la presencia de

putativos elementos regulatorios de sus respectivas regiones promotoras

Para establecer si los perfiles transcripcionales establecidos para los genes WPSZ3 y ZAT4 se
correlacionan con la presencia de elementos regulatorios en la region promotora de tales
genes, la region rio arriba de ambos genes fue aislada, clonada y secuenciada. Tanto las
secuencias nucleotidicas determinadas para ambos promotores como aquella descrita para
el promotor del gen PhZPT3-3 de petunia fueron andlizadas in silico mediante los softwares
CONSITE, que identifica sitios de unién para diferentes FTs, y PLACE que permite identificar
elementos de respuesta a difentes moléculas elicitoras. Los resultados de este analisis se
muestran en las figuras 12 y 13. En los tres promotores analizados se identificé 2 putativos
sitios de unidn para FTs similares a SQUAMOSA/APETALA1, los que han sido asociados a la
regulacion del desarrollo floral en otras especies vegetales (Kaufmann et al., 2010; Fig. 12).
Sitios de unién para otros FTs tales como HMG-I/Y (Klosterman et al., 2003), ATHB1 y ATHB5
(Aoyama et al., 1995; Johannesson et al., 2003), fueron también identificados. Del mismo
modo, en la regiéon promotora de los tres genes referidos se determind la presencia de
elementos de respuesta para diferentes compuestos elicitores entre los que se incluye a
secuencias del tipo ABRE (ACGTG) y MYCRS (CANNTG), ambos de respuesta a ABA, asi como
elementos de respuesta a sacarosa (TGACTC) y acido salicilico (GRWAAW). Este andlisis
permitié también la identificacién de elementos especificos para expresion en semillas (AACA
y ACGT; De Pater et al.,, 1994; Yoshihara et al.,, 1996), los que se encuentran repetidos
multiples veces en los tres promotores analizados (Fig. 12). La presencia de los elementos
regulatorios descritos en el promotor de VPSZ3 es coherente con los perfiles de expresion
establecidos para este gen tanto en lo que se refiere a diferentes érganos de la planta como

en respuesta al tratamiento exdgeno con moléculas elicitoras.

Una situacidn diferente se observé al analizar la presencia de diferentes elementos
regulatorios asociados a la expresidon polen-especifica (G/AGAAA, CAAT, GTGG/A y TTTCT;
Bate y Twell, 1998; Zhou et al., 2010). Secuencias de este tipo fueron identificados en los tres

promotores analizados. Sin embargo, la organizacion de tales elementos no es similar en
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todos ellos (Fig. 13). Mientras que en los promotores de los genes VPSZ3 y ZAT4 se observa
un “cluster” que contiene varias repeticiones del elemento GTGG/A, el promotor de PhZPT3-
3 posee sélo dos elementos de respuesta de este tipo separados. Tal diferencia en la
disposicion de este elemento en particular podria explicar la diferencia de expresién entre los
genes VWPSZ3 y ZAT4, los cuales son fuertemente transcritos en polen, con su homdlogo
PhZPT3-3, el cual es expresado principalmente en tejidos reproductivos femeninos (Kubo et

al, 2000).

Por otro lado, los alineamientos de las secuencias promotoras disponibles de los
genes homoélogos a VvPSZ3 revelan, ademas, la presencia de una regién conservada de 16
nucledtidos correspondiente a TCGCATGTTACATGTC, que para VWPSZ3 se localiza 318
nucledtidos antes del sitio de inicio de la transcripcion (Figs. 13 y 14). Dentro de esta
secuencia solo es posible identificar a ATGTTACA, secuencia que posiblemente corresponda a
un elemento en cis denominado “TEIL binding site” relacionado a desarrollo floral o

patogénesis (tebs; Hibi eta al. 2007; Wawrzynska et al., 2010).
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Figura 12. Elementos en cis en la regidn “rio arriba” de VvPSZ3, AtZAT4 y PhZPT3-3. SQUA, posibles
sitios de unién de SQUAMOSA/APETALA 1; Sem, elementos especificos de expresién en semilla,
agrupados claramente en dos areas; A, G y S, elementos de respuesta a ABA, GA y SA,
respectivamente.
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Figura 13. Elementos especificos de expresion en polen de VvPSZ3, AtZAT4 y PhZPT3-3. Con * en
amarillo se destaca la zona conservada de 16 nucleétidos no identificada completamente. La caja

TATA se sefiala en rojo.
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Figura 14. Alinemiento de la secuencia nucleotidica de la region promotora de VvPSZ3 y sus
homoélogos en P. hybrida y A. thaliana. La figura muestra la zona entre -64 y -323 del promotor de
VWPSZ3. En el recuadro el elemento “tebs”. Los bloques conservados corresponden a elementos
relacionados a la respuesta a ABA y a un FT del tipo MADS (-126) sefialados en las figuras 12 y 13. Se
incluye la secuencia promotora de PhZPT2-10 (Kubo et al., 2000).
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3.3. ZAT4 ES DE VITAL IMPORTANCIA PARA EL DESARROLLO DE A. thaliana

Para establecer el rol funcional que el gen WPSZ3 posee durante el desarrollo de Vitis
vinifera, la estrategia mas adecuada involucra la generacidn de plantas de vid transgénicas
mediante transformacién con una construccidn genética que permita silenciar la expresién
del gen referido y posteriormente evaluar el impacto de este silenciamiento sobre el
fenotipo de tales plantas. Ello no es facilmente realizable en la especie Vitis vinifera debido
tanto a la baja eficiencia de las técnicas de transformacion para esta especie desarrolladas a
la fecha como a la larga duracién de la fase juvenil en la vid que no permitiria obtener tejidos
reproductivos requeridos para la evaluacion fenotipica en menos de 4-5 afios. En
consecuencia, como una alternativa para abordar este andlisis, se decidié emplear la especie
modelo A. thaliana, sobre la base que, tomados en su conjunto, los resultados descritos en
3.2, sugieren que WPSZ3 y ZAT4 son putativos ortélogos y podrian cumplir roles similares
durante el desarrollo reproductivo en sus respectivas especies de origen. Se utilizé la linea de
A. thaliana CS841944, mutante por insercion de ADN-T en la regiéon promotora de ZAT4 (Fig.
15). Una tasa de supervivencia de 48,9% fue observada en medio de seleccion y las plantulas
sobrevivientes fueron genotipadas para determinar la presencia tanto del alelo tipo silvestre
como del alelo que contiene la insercion de ADN-T. El total de plantas analizadas (n=24)
registrd la presencia de ambos alelos simultdneamente (Fig. 16), indicando que ellas
corresponden a heterocigotos. La ausencia de plantas homocigotas para el alelo que

contiene la insercion, sugiere que tal genotipo no es viable.

La expresion del gen AtZAT4 en diferentes estadios de desarrollo de plantas
heterocigotas de la linea CS841944 fue determinada y comparada con la establecida para
plantas de A. thaliana Col-3 (tipo silvestre). Si bien ambas lineas expresan el gen referido,
diferencias en nivel de expresion fueron registradas en flores y silicuas de plantas adultas
donde la actividad transcripcional de ZAT4 fue significativamente mayor en Col-3 que en
CS841944 (Fig. 17). Del mismo modo fueron evaluados diferentes parametros fenotipicos
gue permiten estimar el desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta. Cuando las plantas

crecieron bajo condiciones de dia largo, no se detecto diferencias significativas entre la linea
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mutante y Col-3 en los parametros medidos, con la excepcion del desarrollo de semillas,

registrando la linea CS841944 un menor nimero de semillas por silicua (Tabla 3).

Gen resistencia fosfinetricina =360 ATG

Latizpl o GUs o] ] azam

Figura 15. Representaciéon esquematica proporcional de la insercion de ADN-T dentro del genoma
de A. thaliana y dentro de la secuencia promotora de ZAT4. El ADN-T corresponde al vector
pCSA110, que lleva gen de resistencia a fofinotricina (BASTA; comandado por promotor 1'2’), gen de
resistencia a ampicilina y gen marcador GUS (comandado por promotor Lat52). RB y LB, borde
derecho e izquierdo del ADN-T, respectivamente. Base 1 marca el inicio de la regién codificante.
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Figura 16. Productos de PCR para el promotor de ZAT4 y el inserto del ADN-T dentro del promotor.
La figura sefiala el lugar de insercidon del ADN-T y los sitios de unidn para los partidores usados para
verificar la insercidn. Los geles muestran los productos obtenidos en las reacciones de PCR sobre cada
una de las 24 muestras de ADN de plantas de A. thaliana, amplificando en todos los casos el producto
del promotor sin interrumpir (cerca de 1300 pb) y el producto que permitia detectar la presencia del
inserto de ADN-T (alrededor de 500 pb).
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< & & & o

Figura 17. Andlisis por qPCR de la expresidon de AtZAT4 en diversos drganos de A. thaliana, tanto
sobre el tipo silvestre (gris) como en plantas zat4 (negro). La expresion en hojas tipo silvestre fue
ajustada a 1 como unidad relativa. La expresion de los genes fue normalizada contra la expresion del
gen F-box. 5d y 10d, plantulas de 5 y 10 dias, respectivamente. El resto de las muestras fueron
tomadas de plantas adultas. Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas
corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Tabla 3. Comparacion entre CS841944 vy tipo silvestre de plantas de A. thaliana crecidas bajo
condicién de dia largo. Los promedios de la linea mutante y del tipo silvestre no tienen diferencias
significativas de acuerdo a prueba T (p<0.05) a excepcién del nimero de semillas por silicua.

Comparacion de caracteristicas fenotipicas del WT y CS841944

WT AtZAT4 (+/-)
1 RITMO DEL DESARROLLO: Prom Desv Prom Desv
Emision de escapo (dias) >19 >20
Madurez del eje principal >53 >53
2 MORFOLOGIA DE L A ROSETA
Hojas de roseta a madurez sexual 36 6,8 34 6,7
Diametro de roseta a madurez sexual (cm) 8,6 0,6 7,8 0,6
Diam. roseta a madurez del eje principal (cm) 9,1 1 8,8 0,8
3 ARQUITECTURA DE LA INFLORESCENCIA
Altura del eje principal (cm) 44 3 44 3,2
Frutos de la inflorescencia principal 104 22 115 12
Meristema secundario no elongado 0,2 0,3 0 0
Ejes elongados 7,6 1,4 6,9 1,8
4 APTITUD REPRODUCTIVA
Flores precoces(7 dias de emitido el escapo) 6,8 1,5 6 0,9
Numero de semillas por fruto 50 4,6 39 8,3
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3.4. EL GEN REPRESENTADO POR EL EST VVCCGS2117F10.b CODIFICARIA UNA PROTEINA
CON FUNCION RECEPTOR QUINASA DEL TIPO LRR_RLK

3.4.1. Aislamiento y secuenciacion del gen representado por el EST VVCCGS2117F10.b

Como se ha indicado anteriormente en la seccion 3.1, el andlisis transcriptdmico
comparativo entre bayas no semilladas y semilladas permitié identificar genes
diferencialmente expresados en ambos tipos de frutos. Entre ellos, se establecié que el gen
representado por el EST VVCCGS2117F10.b presentd la mayor tasa de represidén en bayas no
semilladas (91.1 veces). Un primer andlisis a través del algoritmo BLAST sefialo que este gen
posee homologia con el gen At3g03770 de A. thaliana, el cual codifica para una proteina
hipotética en esta especie (Tabla 1). Dado que VVCCGS2117F10.b corresponde a un
fragmento del gen que representa, su secuencia nucleotidica fue utilizada para detectar el
gen completo en la base de datos que contiene la secuencia del genoma de la vid

(www.genoscope.cns.fr) mediante el algoritmo BLAST. Dos genes putativos fueron

identificados mediante este analisis, los que se localizan sobre los cromosomas 13 y 8.

A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas de la base de datos, se disefiaron
partidores para aislar los genes de largo completo (tabla 2) mediante PCR sobre ADNc
sintetizado a partir de ARNm de flores de Vitis vinifera Cv. Carménere. Al utilizar los
partidores disenados para el gen localizado en el cromosoma 13, el producto obtenido de
esta reaccidn correspondié a un amplicdn de 2346 pb, el cual fue clonado en el vector pGEM-
T y posteriormente secuenciado por cuadruplicado. La secuencia nucleotidica del ADNc fue
comparada con la secuencia gendmica disponible en la base de datos GENOSCOPE,
estableciéndose que el gen respectivo posee un tamaiio de 5008 pb y estad constituido por
siete exones (Fig. 18). En base a los resultados obtenidos al analizar el perfil transcripcional
de este gen (descritos posteriormente en la seccién 3.5) el gen referido se denominé WFSK
(Vitis vinifera FLOWER AND SEED RECEPTOR KINASE). Similar procedimiento fue realizado
utilizando los partidores disefados para amplificar y aislar el gen localizado en el cromosoma

8, obteniéndose un amplicén de 2343 pb en tanto que la secuencia genémica posee un

55


http://www.genoscope.cns.fr/

tamafio de 4365 pb y consta de 6 exones (Fig.18). En base a los resultados obtenidos al
analizar el perfil transcripcional de este gen (descritos posteriormente en la seccién 3.5) este

gen se denominé WFTK (Vitis vinifera FLOWER AND TENDRIL RECEPTOR KINASE).
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Figura 18. Genes VVFSK (abajo) y VWFTK (arriba) aislados desde Vitis vinifera. Cariotipo de la especie
sefialando ubicacién de los genes en los cromosomas 8 y 13, respectivamente. Se seiala la estructura
gendmica y longitud de la secuencia codificante.
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3.4.2. El andlisis in silico de los genes VvFSK y VVFTK indica que codifican para receptores
quinasas, filogenéticamente relacionadas con ScORK17 (Solanum chacoense

OVULE RECEPTOR KINASE 17)

La traduccién in silico de la secuencia nucleotidica del gen WFSK indica que este
codificaria una proteina de 781 aa con una masa molecular calculada de 86,22 kDa. Del
mismo modo el gen WFTK codifica para una proteina de 780 aa y 86,41 kDa. Ambas
secuencias aminodcidicas fueron analizadas mediante el software LRR Finder detectandose la
presencia de un motivo estructural de 10 repeticiones ricas en leucina (LRR) hacia su extremo
amino terminal (residuos 112 al 345 en VVFSK; residuos 107 a 340 en VvFTK). Del mismo
modo, un dominio transmebrana fue identificado en ambas proteinas mediante los software
Phobius y TMHMM (residuos 397 al 419 en VVFSK; residuos 390 a 416 en VVFTK). Un analisis
con InterProScan, SMART y Scansite 2.0 permite reconocer un motivo conservado
serina/treonina/tirosina quinasa (residuos 483 a 757 en VVFSK y 477 a 747 en VVFTK)
mientras que SignalP 3.0 arrojé la presencia de un putativo péptido sefial entre los residuos 1
a 29 en VWFSK y 1 a 25 en VVFTK (Fig. 19). Un andlisis posterior realizado con los softwares
SherLoc, CELLO y Wolf PSORT Il sugiere que tales proteinas, al igual que sus homologas
ScORK17 At3g03770s también incluidas en este andlisis, se localizan en la membrana
plasmatica (Tabla 4). Tomados en su conjunto, el analisis in silico sugiere que las proteinas
codificadas por los genes WFSK'y WFTK poseen una estructura y dominios caracteristicos de

receptores quinasas (Fig. 19).

Se construyd un arbol filogenético usando las secuencias proteicas para diferentes
putativos receptores quinasas disponibles en las bases de datos Genebank, Genoscope y SOL
Genomics identificados mediante BLAST (Fig. 20). Tal andlisis muestra que las proteinas de
vid en estudio agrupan en diferentes clados. VVFSK estd mas relacionada con el receptor
guinasa ScORK17 de Solanum chacoense, en tanto que VVFTK muestra mayor cercania con la
proteina codificada por el gen At3g03770 de A. thaliana (Fig. 21). Un analisis mediante

alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de los putativos receptores quinasas
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de vid y su mas cercanos homoélogos, reveld que VVFSK posee un 57% de identidad con
ScORK17 y un 55% con la proteina codificada por el gen At3g03770 de A. thaliana. Por su
parte, VVFTK posee un 55,8% y un 65,1% de identidad con ScORK17 y con At3g03770,
respectivamente. Los dominios caracteristicos de este tipo de receptores (LRR y dominio

quinasa) se encuentran conservados en las proteinas mencionada (Fig20).

Tabla 4. Localizacidon subcelular de acuerdo a predicciones in silico con SherLoc, CELLO y Wolf
PSORT-Il. MP, membrana plasmadtica; E, extracelular; MV, membrana vacuolar; RE, reticulo
endoplasmatico; G, aparato de Golgi; N, nucleo; C, citoplasma. Los nimeros indican puntaje otorgado
por el software, siendo mayor el que corresponde a la mayor probabilidad de ocurrencia.

VVSLKL VVSLK2 SCORK17 At3g03770
Sherloc MP 0,64 MP 0,88 MP 072 E 045
E 027 E 009 E 016 MP 0,42

0,03 G 001 MV 0,05 MV 0,05

CELLO MP 3,13 MP 3,82 N 175 MP 2,32
E 067 E 036 MP 1,24 N 091

0,48 N 023 C 069 c 018

MV 4 MV 6 MP 4 MP 9
PS\é)Vsl'lf-ll RE 3 MP 3 N 3 G 6
MP 2 N 2 E 2 MV 2
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Figura 19. Representacion esquematica de los dominios protéicos con motivos y sitios funcionales
de VVFSK (A), VWFTK (B) y SCORK de Solanum chacoense (C). Los nimeros indican las posiciones de
los aminodcidos. Los esquemas se construyeron con el software DOG 2.0 (Ren et al., 2009) en base a
la informacion obtenida con LRRFinder, TopPred, TMHMM, SMART, Scansite 2.0 y Phobius.
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SCORK17 761
VVFTK 758
At3g03770 755
780 790 800 810
S 1t L T
VVFSK DSWRGEPQSNLQ----FDLSSQ------ -« 781
SCORK17 DPWNRDTYGNQE - - - -PRJGHV - = = = = = o oo e mm e e e o oo oo oo oo 778
VVFTK DALRGDSDSSD----GRRdAFPSLPPRLRLN I H- - -« 786

At3g03770 EGWLQNSNPSSNLGSPERJAASSLPPPSRLHVTTLESPRDSGCEEHER - 802

Figura 20. Comparacion de la secuencia aminoacidica de VvFSK con VvFTK, SCORK17 y At3g03770.
En azul, repeticiones ricas en leucina. En verde, dominio quinasa. El alineamiento fue realizado con
algunas de las secuencias con mayor identidad presentes en plantas. Los residuos aminoacidicos
idénticos se muestran ennegrecidos.
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Figura 21. Relaciones filogenéticas entre VvFSK y proteinas similares encontradas en otras especies
de plantas. El andlisis filogenético se realizd en utilizando MEGA 4.0 en base a alineamiento multiple
generado con programa ClustalW. Se asume que el largo de las ramas proporcional a las distancias
filogenéticas. Las secuencias aminoacidicas distintas a VvFSK fueron obtenidas desde las bases de
datos Genebank, Genoscope y SOL Genomics. El nombre de la secuencia indica el nombre del género
o la especie. Slyc, corresponde a Solanum lycopersicum, At a A. thaliana y Sc a Solanum chacoense.
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3.5. ANALISIS DEL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES VvFSK'y VVFTK

3.5.1. WWFSKy WFTK se expresan diferencialmente en los distintos tejidos de la vid

Para tener un acercamiento a la funciéon de WFSK y WFTK, se determind sus
respectivos patrones de expresidon en tejidos vegetativos y reproductivos de vid mediante
gPCR. La expresion de dichos genes en los tejidos de los érganos analizados fue comparada
con el nivel de expresidon registrada en raices, al que se le asigno valor de expresiéon = 1 (Fig.
22). La actividad transcripcional de VvFSK registrd una induccidn similar en hojas y zarcillos
respecto de tejido radicular (5,9 y 6,5 veces, respectivamente). Al realizar similar analisis en
tejido reproductivo floral, se observé un aumento en la expresidon de este gen en paralelo
con el avance del proceso de desarrollo floral. Asi, en relacién con el valor de referencia en
raices, en inflorescencias la expresién registra un incremento de 3,2 veces, seguido de una
fuerte inducciéon de 8,3 veces en flores cerradas y una induccién aun mayor en flores en
antesis (14,7 veces). Durante el desarrollo de bayas, se registré 6,1 veces mas expresion en
bayas al estado de pre-envero que en raices. Por su parte para VVFTK, se detecté un aumento
significativo en su expresidn en hojas respecto de tejido radicular (7,9 veces). Sin embargo, a
diferencia de VVFSK, se registrd una fuerte induccion en zarcillos (un tejido de soporte de
origen floral) y en inflorescencias (39 y 18.3 veces, respectivamente). También se establecid
diferencias en el perfil de expresion del gen en flores cerradas y flores en antesis, alcanzando
VVFTK su mayor nivel de induccién en flores cerradas (42,5 veces). Un patron de expresion
distinto fue observado al analizar la actividad transcripcional de VWFSK en diferentes 6rganos
del cultivar Cabernet Sauvignon, teniendo este ultimo cultivar una fuerte induccién del gen
en tejido frutal. Ademas, es notable la mayor la expresién relativa del gen en esta ultima
variedad a través del desarrollo floral y frutal (Fig. 23). Por su parte, el gen WFTK también
presenta diferencias entre los patrones de expresién del gen en ambos cultivares, sin
embargo, la ausencia de datos de tejido frutal no permite una visualizacién completa de

dichos patrones (Fig. 24).
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La expresidn tejido especifica de ambos genes fue analizada en mayor detalle, tanto en flores
completas en antesis y en polen aislado como en bayas completas y, separadamente, en piel
pericarpio y semillas (Fig. 25). Para efectos comparativos, en este caso se asignd a la
expresion detectada en bayas al estado de pre-envero un valor = 1. Los resultados obtenidos
de este analisis indican que en flores, el gen WFSK, posee una mayor expresion en flores
completas que en polen aislado (3,5 veces). Del mismo modo en bayas en pre-envero la
expresion del gen referido se localiza en semillas, alcanzando un nivel transcripcional 8,4
veces mayor que aquel detectado en bayas completas, sin expresion detectable en pieles y
pericarpio. Acorde con esto, en las bayas semilladas VWFSK poseen un nivel de expresion

mayor que en bayas partenocarpicas carentes de semillas.

Similar andlisis arrojé resultados diferentes para VWFTK (Figs. 22 y 25). En este caso, el
nivel de expresion registrado en flores completas fue 32 veces mayor que en polen aislado,
en tanto que la expresidn en piel, pericarpio y semillas no registra diferencias significativas
respecto de aquella detectada en bayas completas. En coherencia con este resultado, en las
bayas completas no semilladas se establecié que VWFTK posee un nivel transcripcional similar

al detectado en el pericarpio de bayas normales.

Tomados en su conjunto, tales resultados indican que ambos genes poseen diferente
especificidad de tejido en su expresion, siendo VvFSK predominante en flores en antesis y

semillas de bayas en desarrollo en tanto que WFTK en flores cerradas y zarcillos.
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Figura 22. Andlisis de expresion de VvFSK y VVFTK en distintos drganos de Vitis vinifera cv.
Carméneére por qPCR. Flor cerr., flor cerrada, Baya p.e., baya pre-envero. La expresidn en raices fue
ajustada a 1 como valor relativo para cada gen. Los niveles de expresion de los genes fueron
normalizados contra el de VwUBQ. Los datos corresponden al promedio + SD (n = 3). Letras distintas
corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Figura 23. Comparacion de los patrones de expresidon deVvFSK en dos cultivares tradicionales de
Vitis vinifera. Inflorescencias, estadio EL19 o flores inmaduras compactas; Flores cerradas,
EL21; Flores, EL23 o flores con 50% de caida de pétalos; Baya pre-e., EL31 o estadio pre-
envero; Baya e., EL35 o estadio de envero; Baya post e., EL36 o estadio post-envero; Baya m.,
EL38 o bayas con madurez de cosecha. Las muestras de bayas normales de pre-envero de
Carménere fueron usadas como calibrador de valor 1y la expresién fue normalizada contra el nivel de
expresion deVwUBQ. e.: envero. Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas
corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Figura 24. Comparacion de los patrones de expresién deVvFTK en dos cultivares tradicionales de
Vitis vinifera. Inflorescencias, estadio EL19 o flores inmaduras compactas; Flores cerradas,
EL21; Flores, EL23 o flores con 50% de caida de pétalos; Baya pre-e., EL31 o estadio pre-
envero; Baya e., EL35 o estadio de envero; Baya post e., EL36 o estadio post-envero; Baya m.,
EL38 o bayas con madurez de cosecha. Las muestras de bayas normales de pre-envero de
Carménere fueron usadas como calibrador de valor 1y la expresién fue normalizada contra el nivel de
expresion deVwUBQ. e.: envero. Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas
corresponden a diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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Figura 25. Comparacion de los niveles de expresion de WFSK Y WFTK en diversos tejidos
reproductivos de Vitis vinifera cv. Carménére. Los tejidos florales se separan entre flor completa y
polen. Las bayas normales fueron separadas en piel, pericarpio y semillas. Ademas, se incluye la
comparacion de la expresidon en bayas sin semillas. Las expresiones de ambos genes en muestras de
bayas normales de pre-envero fueron usadas como calibrador. Se usé como normalizador el nivel de
expresion de VWUBQ. Los datos representan el promedio + SD (n = 3). Letras distintas corresponden a
diferencias significativas (prueba de Tukey p < 0,05).
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3.5.2. La expresion de VvFSK y VWFTK en bayas de vides es fuertemente inducida en

respuesta a tratamiento exégeno con sacarosa

Para completar la caracterizacién del perfil transcripcional de WFSK y WFTK, se
cuantificd la actividad transcripcional de estos genes en bayas al estado de envero sometidas
a tratamiento exdgeno con diferentes hormonas y moléculas elicitoras. Al nivel de expresion
detectada en las muestras control tratadas con H,0 y coadyuvante durante 6 horas se asigné
valor de expresién = 1. De los compuestos ensayados, solo se establecié una fuerte induccién
de la actividad transcripcional de WFSK y WFTK en respuesta a sacarosa a las 24 h de
tratamiento (4,4 y 4 veces, respectivamente). Por otro lado, una fuerte represion de VvFSK
fue observada con acido metiljasmdnico a las 24 horas de exposicién (0,2 veces) asi como

una represion de WFTK con giberelina también a las 24 horas de exposicidon (Fig. 26).
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Figura 26. Expresion de VVvFSK (negro) y VVFTK (gris) en bayas tratadas con distintas moléculas
elicitoras. Control: bayas sin tratamiento; C: control H,O mds Tween 20; ABA: acido abscisico; GA:
acido giberélico; Sac: sacarosa; Ethrel, etefén 0,2%. t1 y t2 corresponden a 6 y 24 horas de exposicién,
respectivamente. Ctl es el valor relativo 1. Los niveles de expresién de los genes fueron normalizados
contra los de VWUBQ. Los datos representan el promedio + SD (n = 3).
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3.5.3. El andlisis in silico de la region promotora de los genes VvFSK y VVFTK establece la
presencia de elementos regulatorios asociados a la expresion en tejidos

reproductivos y en respuesta a azucar

Para determinar si los perfiles transcripcionales establecidos para WFSK y WFTK, se
correlacionan con la presencia de elementos regulatorios en sus respectivas regidnes
promotoras, las secuencias nucleotidicas disponibles para ambos promotores fueron
analizadas in silico mediante los softwares CONSITE y PLACE. El andlisis realizado mediante el
software CONSITE, permitié identificar en el promotor tanto de WFSK y VWFTK la presencia
de putativos sitios de unién para TFs de la familia MADS (AG, SQUAMOSA y AGL3), asociados
a la induccién y morfogénesis floral (Fig. 27). Del mismo modo, el analisis efectuado con el
software PLACE, identificd diversos elementos cis asociados a la regulacidon de la expresidon
génica por azUcares y a la expresidn especifica en los tejidos de la semilla, los que se
encuentran presentes en distinta frecuencia entre ambos promotores (Fig. 27; Tablas 5 y 6).
Tales resultados fueron comparados con el promotor del gen homélogo At3g03770, el cual
se expresa en flores, semillas, en tejido floematico y en respuesta a sacarosa
(http://arabidopsis.org/servlets/Search ?action=new_search&type=gene). Sitios de unidn
para TFs del tipo MADS y elementos regulatorios de respuesta a azlcares, se encuentran
también presentes en este promotor (Fig. 27; Tabla 5). La presencia de elementos
regulatorios responsables de tal patron de expresidon fue investigada en los promotores de
VFSK y WFTK. En ambos casos se identificd secuencias similares a las establecidas para tal

efecto por Ruiz-Medrano et al. (2011), (Fig. 27).

En consecuencia, la estructura de las regiones promotoras de WFSK y WFTK,
deducida mediante el andlisis in silico, es concordante con los resultados obtenidos del
analisis del perfil transcripcional de ambos genes y es similar a la del gen homdlogo

At3g03770 de Arabidopsis thaliana.
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Figura 27. Elementos en Cis de respuesta a azucar (A) y de especificidad de semilla (s) en la
region



Tabla 5. Elementos de respuesta a aztcar (SRE) reconocidos por PLACE.

Frecuencia en promotores

SRE secuencia WVFSK WFTK At3g03770
Amylase box 1 TAACARA 1 2 2
Amylase box 2 TATCCAT 2 0 0

CMSRE-1 TGGACGG 1 0 0
Pyrimidine box CCTTTT 3 7 2
SRE ATMSD TTATCC 3 1 0
S-box CACCTCCA 1 0 0

SP8 B TACTATT 2 1 0
SURE 1 AATAGAAAA 1 2 0
TATCCAC box TATCCAC 1 1 0
WB box TTTGACY 1 1 0

W box TGAC 10 7 2
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Tabla 6. Elementos de expresidn especifica en los tejidos de la semilla reconocidos por PLACE.

Frecuencia en promotor

elemento secuencia VVFSK VVFTK At3g03770
AACA motif AACAAAC 2 2 4
ACGT motif GTACGTG 3 0 1
DPBF ACACNNG 2 0 1
RY repeat CATGCA 5 1 2
SEF1 motif ATATTTAWW 0 1 1
SEF3 motif AACCCA 2 1 1
SEF4 motif RTTTTTR 4 1 6

73



4.DISCUSION
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4.1. VVPSZ3 CODIFICA PARA UN PUTATIVO FACTOR DE TRANSCRIPCION DEL TIPO “ZINC
FINGER” C2H2 CON ACTIVIDAD DE REPRESOR

Durante el proceso de desarrollo de las plantas, los genes son activados o reprimidos
mediante mecanismos que involucran la participacién de diversos factores de transcripcion
(FTs) de acuerdo a un programa genético preestablecido que genera la especificidad celular y
por lo tanto, la definicion de los tejidos (Bartley e Ishida, 2003; Carretero-Paulet, 2010).
Durante el desarrollo reproductivo, genes que codifican para tales proteinas regulatorias son
activados de modo secuencial, de forma que los genes de induccién floral, gatillan la
expresion de los genes de identidad de meristema floral, los que a su vez activan la expresion
de los genes de identidad de érganos que inducen la organogénesis floral y el desarrollo de
las diferentes estructuras de este érgano (revisado por Michaels, 2009; Posé et al., 2012). La
mayoria de tales genes codifican para factores de transcripcion del tipo MADS, los que
actuan como activadores o represores de la expresidon génica (Becker y Theissen, 2003;
Kramer y Hall, 2005). La activacién de los programas morfogéneticos responsables de la
generacién de las estructuras reproductivas masculinas de la planta tales como anteras y
polen, involucra la participacidon de un nuevo grupo de factores de transcripciéon que actdan
rio abajo de los factores homedticos del tipo MADS. Tales factores han sido caracterizados en
la especie Petunia hybrida, correspondiendo a proteinas del tipo denominado “zinc finger”
(Takatsuji, 1999). El término “zinc finger” se refiere a dominios estructurales de una proteina
en los cuales residuos de cisteina y/o histidina coordinan un dtomo de zinc para estabilizar su
estructura tridimensional consistente en una hoja B antiparalela de dos hebras y una hélice
a. Un grupo de proteinas “zinc finger” corresponde aquellas del tipo C2H2 o cys2/his2 (C2H2-
ZFPs). Son aquellas donde dos cisteinas (cys) y dos histidinas (his) contenidas en la secuencia
conservada CX2-4CX3FX5LX2HX3-5H, coordinan al dtomo de zinc (Takatsuji, 1998; 1999;
Wolfe et al., 2000). Las proteinas C2H2-ZFPs pueden ser sub-divididas en tres clases (A, By C)
de acuerdo al numero, tipo y arreglo de los “zinc fingers”. Las clases A y B se componen de

aquellas que llevan estos motivos en tdndem, mientras que la clase C agrupa a aquellas que
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llevan entre uno y cinco motivos “zinc finger” dispersos. La mayoria de las proteinas C2H2-
ZFPs de animales y levadura se pueden clasificar en las clases A y B, mientras que en plantas
estas estdn en su mayoria en la clase C. La clase C puede a su vez dividirse en tres subclases
de acuerdo al numero de residuos de aminoacidos separando las dos histidinas invariables de
los “zinc fingers”: C1 con tres, C2 con cuatro y C3 con cinco (Englbrecht et al., 2004; Ciftci-
Yilmaz y Mittler, 2008). En plantas las C2H2-ZFPs poseen de uno a cinco “zinc fingers”, y se
distinguen de las de otros eucariotes principalmente por la presencia de la secuencia
conservada QALGGH dentro de aquel dominio. Este motivo jugaria un rol clave en la
capacidad de unién a ADN de estas proteinas puesto que mutaciones por sustitucién de tales
residuos, reducen o anulan tal capacidad en los factores ZPT2-2 de Petunia hybrida y
SUPERMAN de A. thaliana (Yoshioka et al., 2001; Dathan et al. 2002). Las proteinas con el
motivo QALGGH (también llamado Q-type o tipo Q) pertenecen al subgrupo C1 de las C2H2-
ZFPs, constituyendo el 85% de este subgrupo. Se han identificado 64 C2H2-ZFPs tipo Q en A.
thaliana, 99 en arroz (Oriza sativa) y 47 en trigo (Triticum aestivum) (Klug y Schwabe, 1995;
Kubo et al. 1998; Takatsuji, 1999; Sakamoto et al. 2004; Ciftci-Yilmaz y Mittler, 2008). Se ha
demostrado experimentalmente la funcion de FT en varias proteinas del tipo C2H2-ZFP tales
como como SCOF1 (Kim et al., 2001), SUPERMAN (Hiratsu et al., 2002), CAZFP1 (Kim et al.,
2004) y ZFT1 (Uehara et al., 2005).

El gen VvPSZ3 (Vitis vinifera POLLEN AND SEED ZINC FINGER PROTEIN, con_3 “zinc
fingers”) aislado y caracterizado en este estudio, codificaria una proteina de 359
aminoacidos con tres motivos “zinc finger” separados por mas de 20 aminoacidos,
correspondiendo su estructura general a la tipica de una C2H2-ZFP clase C1, similar a ZAT4 de
A. thaliana, PhZPT3-3 de P. hybrida y SIZPT3-1 de Silene latifolia (Fig. 2; Takatsuji et al., 1994;
Kubo et al., 2000; Jenkins et al., 2005). Al igual que la mayoria de las C2H2-ZFPs de plantas, la
proteina VvPSZ3 posee el motivo conservado QALGGH, el cual estd posicionado en las
putativas superficies de contacto de cada “zinc finger” con el ADN (Kubo et al., 1998).
Adicionalmente en su extremo carboxilo terminal se localiza un motivo conformado por la

”

secuencia L/FDLNL/F(X)P, dominio denominado “ERF-associated amphiphilic repression

76



(EAR), el cual ha sido identificado en las proteinas NtERF3 (ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR 3)
de tabaco y AtERF3 y AtERF4 de A. thaliana, todas ellas caracterizadas como represores de la
transcripciéon, (Ohta et al., 2000; 2001). Se ha descrito que esta caja le confiere su actividad
represora a PhZPT2-3 de P. hybrida, una proteina relacionada con la tolerancia a sequia en
esta planta (Ohta et al., 2001; Sugano et al., 2003). Por otro lado, la secuencia de solo seis
aminodacidos DLELRL de SUPERMAN, es suficiente para conferir capacidad represora sobre un
dominio de unién a ADN heterélogo y, al mutar algunos aminoacidos dentro de la secuencia,
esta capacidad se pierde (Ohta et al., 2001; Hiratsu et al., 2004). Asi mismo, motivos del tipo
EAR se han identificado en RELATED TO APETALA 2.1 (RAP2.1) de A. thaliana, represor
transcripcional del tipo DREB que se une a elementos de respuesta a deshidratacidon y etileno
(DRE/ERE) presentes en genes activados por tales condiciones, reprimiendo su expresion
(Dong y Liu, 2010). En otro estudio, se ha demostrado que la proteina tipo “zinc finger”
ZAT10 de A. thaliana, la que también posee la caja DLN, mostrd actividad represora de la

transcripcion en ensayos de expresion analisis transitoria (Sakamoto et al., 2004).

La proteina VVPSZ3, posee en su estructura una sefal de localizacién nuclear (NLS;
Figs. 2 y 3) y experimentos de localizacion de la proteina de fusién VvPSZ3-GFP han
demostrado su migracién al nucleo celular. Ello sumado a los antecedentes anteriormente
referidos, sugiere que la proteina codificada por el gen VvPSZ3, corresponderia a un factor de

transcripcion que actuaria como represor transcripcional.

4.2. VvPSZ3 POSEE SIMILITUD CON PROTEINAS DEL TIPO “ZINC FINGER” ASOCIADAS AL
DESARROLLO REPRODUCTIVO EN OTRAS ESPECIES VEGETALES.

El andlisis comparativo de la proteina codificada por el gen VvPSZ3 indica una alta
similitud con proteinas descritas en otras especies vegetales, en las cuales es posible
identificar los mismos dominios funcionales descritos anteriormente (Figs. 3 y 4). Entre ellas
se incluye a PhZPT3-3, descrita en P. hybrida (Kubo et al, 2000) y SIZPT3-1 su ortélogo en

Silene latifolia (Jenkins et al., 2005). Ambas proteinas han sido reportadas como factores de
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transcripcion en tejidos reproductivos de sus respectivas especies. El gen PhZPT3-3 de P.
hybrida se expresa principalmente en el gineceo, especificamente en los tejidos estigmatico y
de transmisién para el tubo polinico y el tejido de sostén para el dvulo a fecundar (Kubo et al,
2000). Por su parte, en la especie dioica Silene latifolia, el gen SIZPT3-1 participaria en las
etapas iniciales de la morfogénesis del androceo y posee una expresion baja y transitoria en

flores femeninas (Jenkins et al., 2005).

Otras proteinas similares a VvPSZ3 corresponden a ZAT4 y ZAT9 de A. thaliana. Los
genes para ambas proteinas fueron inicialmente identificados por Mittler et al. (2006) al
examinar la expresiéon bajo diferentes condiciones de estrés de un conjunto de genes para
proteinas del tipo “zinc finger”. Los genes ZAT4 (AT2g45120) y ZAT9 (At3g60580) no tenian
expresion diferencial en plantas estresadas, por lo que no fueron incluidos en los estudios
posteriores realizados por este grupo. Con el fin de establecer una primera aproximacién al
rol funcional de VvPSZ3, en este estudio se profundizé en la caracterizacidén de tales genes. Al
examinar la base de datos “The Bio-Array Resource for Plant Biology” (http://bar.utoronto.
ca/), ambos genes registran expresidon en anteras, polen maduro y semillas (Fig. 10).
Coherentemente con estos datos, el analisis de expresién realizado mediante qRT-PCR
establecidé que ellos son diferencialmente expresados durante el desarrollo de A. thaliana,
alcanzando su mdxima actividad transcripcional en flores y silicuas, patrén similar al
detectado para el gen WPSZ3 de Vitis vinifera (Fig. 11). Una evaluacion de la secuencia de
ZAT4 y ZAT9 permitio identificar al primer gen como el homdlogo de VwPSZ3 en A. thaliana

(seccidn 3.1.2).

El analisis posterior de la linea mutante CS841944, obtenida por insercién de T-DNA
en la regidn promotora del gen ZAT4, revelé que las plantas mutantes homocigotas no son
viables indicando que dicho gen codifica para una funcién esencial para el desarrollo de A.
thaliana y que ZAT4 y ZAT9 cumplen roles diferentes y no corresponden a genes redundantes
(Fig. 16). Dado que, a diferencia de ZAT9, ZAT4 es expresado en plantulas de 5 y 10 dias post-
germinacion (Fig. 11), es posible sugerir un rol clave de la proteina codificada en los estadios

iniciales del desarrollo de la planta. Por otro lado, al comparar los niveles de expresion del
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gen ZAT4 entre el heterocigoto de la linea mutante respecto de la linea tipo silvestre, se
detecté una menor actividad transcripcional de este gen en el heterocigoto, mientras que la
comparacion fenotipica entre ambas lineas registré diferencias significativas sdlo en el
numero de semillas por silicua, sugiriendo esto ultimo la participacién de ZAT4 en su
desarrollo (Fig. 17; Tabla 3). Si el gen WPSZ3 posee la capacidad para complementar

funcionalmente a la linea CS841944 debe aun ser demostrado.

4.3. EL PERFIL DE EXPRESION DEL GEN VvPSZ3 SUGIERE SU PARTICIPACION EN EL
DESARROLLO REPRODUCTIVO DE Vitis vinifera Y CORRELACIONA CON LA PRESENCIA
DE ELEMENTOS REGULATORIOS EN SU REGION PROMOTORA.

La mayor expresion de VvPSZ3 se registré en flores cerradas y en bayas al estado de
envero, estadios donde tiene lugar importantes eventos morfogenéticos y fisiolégicos. En
flores cerradas se realiza el desarrollo de estructuras reproductivas tales como anteras,
polen, carpelos y 6vulos. FTs del tipo “zinc finger” C2H2 han sido asociados al desarrollo de
tales estructuras en P. hybrida. El factor TAZ1 es fundamental para el desarrollo del tapetum
de las anteras y, por lo mismo, el silenciamiento de la expresién del gen que la codifica se
traduce en alteraciones morfolégicas y funcionales de este tejido y una significativa
reduccion tanto en la cantidad de polen producido como en la capacidad germinativa de éste
(Kapoor et al., 2002). Otro grupo de factores de esta familia entre los que se incluye a ZPT3-2,
ZPT2-5, ZPT4-2, ZPT4-3, ZPT3-1, ZPT4-1 y ZPT2-6, aun cuando menos estudiados, han sido
asociados al desarrollo y maduracién del polen (Takatsuji, 1998). Del mismo modo, los genes
gue codifican para los factores ZPT2-10 y ZPT3-3, pertenecientes a esta misma familia, son
fundamentalmente expresados en tejidos reproductores femeninos tales como el estigma,
estilo y placenta, alin cuando una expresién menor en polen ha sido detectada para el gen
ZPT3-3 (Kubo et al. 2000). En el caso del gen VwPSZ3, la expresion en tejido floral ocurre

fundamentalmente en el polen, sugiriendo que aun cuando la proteina codificada por este
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gen exhibe gran homologia con el factor ZPT3-3 de petunia, cumpliria roles diferentes

durante el desarrollo floral (Figs. 3y 6).

En bayas al estadio de envero se inicia la maduracion de la semilla y se producen
importantes cambios en el metabolismo primario y secundario, gatillados por modificaciones
tanto en el transcriptoma como en el proteoma de tales bayas (Deluc et al. 2007; Giribaldi et
al., 2007). En bayas, la actividad transcripcional de VPSZ3 se registré en semillas siendo casi
indetectable en pulpa y piel (Fig. 8). Tal resultado es concordante con lo descrito en otros
estudios de expresion génica en frutos de vid, donde se establece que sobre el 75% de los
genes analizados, son diferencialmente expresados entre la semilla y la pulpa o piel (Grimplet
et al., 2007). Por otra parte esta especificidad en la expresidon de VvPSZ3 explica que en las
bayas partenocdrpicas no semilladas este gen posea una baja actividad transcripcional como
ha sido establecido tanto en este estudio como en el analisis transcriptdmico realizado

previamente y cuyos resultados se resumen en la Tabla 1.

El perfil de expresidon diferencial detectado para el gen VwPSZ3 puede ser
parcialmente explicado por la presencia de elementos regulatorios en su regiéon promotora.
Segun el andlisis in silico realizado para identificar tales elementos, la regién promotora de
VVPSZ3 poseeria sitios de unién para factores de transcripcion asociados tanto al desarrollo
floral como frutal en vides (Figs. 12, 13). Dos secuencias blanco para factores del tipo
SQUAMOSA tales como APETALA1 o FRUITFUL, fueron identificadas en la region rio arriba de
este gen (Fig. 12), sugiriendo que VvPSZ3 puede ser modulado en su expresién por los
factores de transcripciéon VAP1 (Vitis APETALA1) o V-FUL-L (Vitis FRUITFUL-like). En vides y de
acuerdo con su patrén de expresién estadio-espécifico, VAP1 ha sido asociado a la induccién
floral y a la regulacién del desarrollo de drganos florales en tanto que V-FUL-L corresponde a
un factor implicado tanto en el desarrollo de carpelos como de frutos durante la fase de pre-
envero (Calonje et al., 2004; Carmona et al., 2008, Vasconcelos et al., 2009). En diversas
especies vegetales, muchos de los genes blanco de factores del tipo SQUAMOSA/APETALA1
codifican para reguladores de la transcripcidn y su activacién es parte de los eventos que dan

inicio a la floracién integrando las vias del crecimiento, determinacién de tejidos y control
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hormonal (Kaufmann et al., 2010a y 2010b). También se identificé la presencia de un sitio de
unién para el factor de transcripcion AGAMOUS. Tal proteina es uno de los reguladores
claves del proceso de desarrollo de drganos reproductores masculinos (anteras y polen) y
femeninos (carpelos y 6vulos) en plantas. En vides se ha descrito al gen WMADS1, el mas
cercano homologo a los genes AGAMOUS y SHATTERPROOF de A. thaliana, el cual es
predominantemente expresado durante el desarrollo floral de la vid asi como durante el
desarrollo frutal, particularmente en pieles y semillas de bayas (Boss et al., 2001, 2002 y
2003). La presencia de tales elementos regulatorios en el promotor de VvPSZ3, sugiere que
este gen puede ser blanco directo de los factores de transcripcién mencionados y permitirian
dar cuenta del patron de expresién en tejido floral y en frutos durante el desarrollo

reproductivo de la vid.

La elevada expresion detectada para VvPSZ3 tanto en polen maduro como en semillas
de vides, correlaciona con la presencia en su regiéon promotora de elementos cis asociados a
la expresion especifica en tales drganos (Figs. 12 y 13). Numerosas repeticiones de
secuencias homologas a aquellas presentes en el promotor de los genes LAT52 de Solanum
lycopersicon y SBgLR de Solanum tuberosum, ambos especificamente expresados en polen
(Bate y Twell, 1998; Zhou et al., 2010), asi como combinaciones de elementos cis detectados
en genes de expresién especifica en semillas (Ezcurra et al., 1999; Wu et al., 2000), han sido

identificadas en la regién rio arriba de VWPSZ3.

Con el fin de establecer la relacién del perfil transcripcional de VWPSZ3 con las
diferentes vias de transduccién de sefiales asociadas a hormonas vegetales y otras moléculas
elicitoras, la actividad transcripcional de este gen fue analizada mediante tratamiento
exdgeno con tales compuestos. La expresion de VvPSZ3 fue fuertemente inducida en
respuesta ABA y en menor grado por SA y sacarosa (Fig. 9). Interesantemente, se ha
establecido que en dos cultivares diferentes de vides, ABA es acumulado en flores al estado
de antesis y en frutos en envero (Inaba et al., 1976; Wheeler et al., 2009), estadios en los que
VWPSZ3 registra su mayor actividad transcripcional. Se ha planteado que la acumulacién

transitoria de ABA en envero gatilla el proceso de maduracién de bayas, activando los
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procesos fisioldgicos y bioquimicos asociados a este proceso. Del mismo modo, en esta fase
se inicia la acumulacién de azucares en la baya y se ha sugerido que ABA y sacarosa podrian
interactuar para formar una compleja red de vias de sefializacién entrecruzada, coordinando
la acumulacién de antocianinas (Loreti et al. 2008). Lo anterior permite especular que la
activacion de VwPSZ3 en semillas de frutos en envero correspondiera a uno de los eventos
genético-moleculares asociados a la maduracién de la semilla, proceso que se desarrolla
fundamentalmente en la etapa de post-envero. La respuesta transcripcional de VWwPSZ3
frente al tratamiento exdgeno con tales compuestos puede ser mediada por la presencia de
elementos de respuesta a ABA, sacarosa y acido salicilico, los cuales han sido identificados en
su regién promotora. Adicionalmente y considerando que el zinc posee un rol esencial en la
estabilizacién y funcionamientio de proteina del tipo “zinc finger”, se investigo el efecto de
Zn sobre la actividad transcripcional de VWPSZ3. En vides el tratamiento exdgeno con este
elemento ha demostrado su capacidad para inducir la expresidon del gen WZIP3, el cual
codifica para un transportador involucrado en la movilizacion de zinc en tejidos
reproductivos (Gainza-Cortés et al., 2012). Sin embargo, similar tratamiento no posee efecto
significativo sobre la expresion de VwPSZ3 indicando que este gen no esta sometido a los
mismos mecanismos de regulacidn y sugiriendo que la manifestacion de alteraciones en el
desarrollo de frutos en vides inducidas por deficiencia de Zn no involucraria directamente al

gen WPSZ3 como agente causal.

En relacién al elemento en cis denominado “TEIL binding site” encontrado en una
regidn conservada del promotor de VvPSZ3 y sus homdlogos, este relacionaria a dichos genes
con el desarrollo floral, puesto que, al sobreexpresar y también al anular la expresién del gen
TEIL (Tobacco EIN3-Like) en tabaco, el pistilo sobresale fuera de la flor y el tamafio de los
otros érganos florales también se ve afectado, siendo este un fenotipo encontrado también
al modificar la expresion de genes EIN en A. thaliana (Hibi et al.,2007; Wawrzynska et al.,
2010). La interaccion de este elemento mds otros como aquellos que otorgan especificidad
para expresiéon en polen, podria ser la responsable de una correcta expresion tejido

especifica de VvPSZ3.
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Los mds cercanos homologos a VWPSZ3, ZAT4 de Arabidopsis thaliana y PhZPT3-3 de
Petunia hybrida, exhiben un patréon de expresiéon similar a éste. Al comparar sus regiones
promotoras con la del gen de vid, se establecié que ellas comparten una organizacién
estructural similar a la descrita anteriormente, siendo el promotor de ZAT4 el mas parecido al
promotor de VWwPSZ3. Ello, sumado a su estrecha relacién filogenética, sugiere que tales

genes podrian cumplir roles similares durante el desarrollo en sus respectivas especies.

4.4. VVFSKY VVFTK DE V. vinifera CODIFICAN PARA PROTEINAS CON CARACTERISTICAS DE
RECEPTOR QUINASA DEL TIPO LRR-RLK.

La generacion de los diversos tejidos que forman un érgano como el ovario y los évulos,
asi como el fruto que se origina a partir de ellos luego de ocurrida la fecundacidn, requiere de
numerosos eventos de divisién y diferenciacién celular. En organismos superiores, estos
procesos estan controlados principalmente por vias intercelulares de transduccidn de sefiales
y reguladores transcripcionales que determinan la correcta especificacion y organizaciéon
celular. Tales vias se organizan en redes complejas que responden a sefiales externas las
cuales son percibidas por receptores localizados en la membrana celular, activando una via
de transduccidn de sefiales y, finalmente, a los diversos reguladores de la expresidn génica.
En plantas se han descrito varios sistemas de sefializacién intercelular que operan durante el
desarrollo, entre los que se incluye a aquellos que involucran la participacidon de receptores
con funcién quinasa, los que pueden ser especificos para cada etapa del desarrollo de la
planta (Nodine et al.m 2011). En la planta modelo A. thaliana, se han identificado mas de 600
genes que codifican proteinas denominadas “receptor-like kinases” o RLKs (Shiu et al., 2004),
de los cuales solo un reducido numero ha sido caracterizado. Las RLKs de plantas (PRKs) se
sitdan principalmente en la membrana plasmatica, estando constituidas por un dominio
extracelular, uno transmembrana y uno intracelular que es el posee la funcién quinasa, por lo
general del tipo Ser/Thr quinasa en plantas. Este ultimo dominio transmite la sefial externa

percibida, activandose por autofosforilacion para luego fosforilar un sustrato especifico. Las
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PRKs han sido relacionadas a varias vias de sefalizaciéon, las que incluyen funcién
meristematica, interaccién polen pistilo, percepcién de brasinosteroides, abscision floral,
desarrollo del évulo y embriogénesis, defensa y morfologia de la planta (Becraft, 2002). Entre
las PRKs, las LRR-RLKs constituyen la familia mas grande de receptores de este tipo en
plantas. Tales proteinas poseen el dominio denominado LRR (leucine rich repeat) el cual
puede encontrarse repetido entre 1 a 32 veces, y le permitiria a la proteina formar

heterodimeros con otras proteinas similares generando el receptor activo (Li, 2011).

Varias LRR-RLKs han sido descritas como de importancia para el desarrollo. Entre
ellas, la cascada de PRKs mejor conocida en plantas es la via CLAVATA (CLV) que controla el
tamafio del conjunto de células troncales meristemdticas centrales en el meristema apical.
En esta via, la quinasa receptora CLV1 y la proteina receptora CLV2 dimerizan, siendo el
pequefio péptido CLV3 el ligando. Esta via restringe la expresion de WUSCHEL, regulando el
balance entre divisién celular y diferenciacién en el meristema apical (De Smet et al., 2009,
Perales y Reddy, 2012). Algunas vias de transduccidn de sefiales mediadas por RLKs,
aparecen asociadas a la respuesta frente a sefales hormonales. Asi, BRASINOSTEROID
INSENSITIVE 1 (BRI1) es un receptor de la superficie celular del tipo LRR-RLK que percibe
brasinosteroides (BR). Cuando BRI1 percibe la seal, se produce la transfosforilaciéon de BRI1-
ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1), proteina con la cual forma un complejo. A esto
sigue una cascada de sefales que termina con la acumulacién de los FT BRASSINAZOLE
RESISTANT 1y 2 (BZR1, 2), que regulan la expresion de genes en respuesta a BR (Kim y Wang,
2010). Por otro lado, recientemente se ha descrito que los primeros eventos de sefializacion
de la hormona ABA ocurririan a través de un conjunto de proteinas que incluyen a las clases
PYRABACTIN RESISTANCE (PYR)/REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR (RCAR),
PROTEIN PHOSPHATASE 2C (PP2C) y SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 2 (SnRK2). En este
sistema, las proteinas tipo PYR/CAR actuarian como receptores y, en presencia de ABA
inhibirian a la fosfatasa PP2C, que inactiva a SnRK2 removiéndole los grupos fosfatos que le
dan capacidad quinasa. SnRK2 es un regulador positivo de las sefiales rio abajo, como control

de canales de iones y expresidon génica (Hubbard et al., 2010).
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La participacidon de LRR-RLKs en el desarrollo reproductivo de plantas ha sido también
documentada. HAIKU 2 (IKU2), gen que codifica para una proteina “leucine rich repeat
receptor like-kinase” propia del endosperma, es regulado por IKU1 y el FT MINISEED 3
(MINI3), en lo que seria la via IKU-MINI. Esta via estaria relacionada con el control del tamafio
de la semilla. Plantas mutantes en estos genes sufren reducciones en el tamano del
endosperma, la proliferacion de los tejidos embrionarios y la elongacidon celular del

integumento (Garcia et al., 2003; Wang et al., 2010; Nodine et al., 2011).

En V. vinifera, a partir de un EST fuertemente reprimido en bayas no semilladas el cual
codificaba para una proteina no identificada, se aislaron dos genes que codifican proteinas
para las cuales el andlisis bioinformdtico realizado en este trabajo establecid que
correspondian a receptores quinasa putativos. Tales genes, denominados VWFSK y VWFTK, se
localizan en los cromosomas 13 y 8, respectivamente y se sugiere que estan involucrados en
el desarrollo reproductivo en la vid. Las proteinas codificadas poseen cuatro dominios
funcionales bien definidos: un péptido sefial, un dominio estructural que consta de 10
repeticiones del motivo LRR, un segmento transmembrana y un dominio proteina quinasa,
estructura similar a los encontrados en otros LRR-RLKs de plantas. El analisis in silico
mediante tres programas diferentes predice que estas proteinas poseen localizacién en la
membrana plasmatica celular. El dominio quinasa de VVvFSK y VVFTK muestra cierta
singularidad. Al analizar la secuencia aminoacidica deducida para ambas proteinas con
herramientas online como SMART, su especificidad de sustrato no resulta claramente
definida, siendo identificada como una “Ser/Thr/Tyr kinase”, con la capacidad de fosforilar
las proteinas blanco en residuos de serina, treonina y/o tirosina (Rudrabhatla et al., 2006).
VWVFSK y VVFTK poseen en el dominio quinasa, subdominios Vlb y XI, secuencias aminoacidicas
que las clasifica como quinasas de doble especificidad. Aun cuando la mayoria de las RLKs en
plantas tienen especificidad por residuos de serina o treonina (Afzal et al., 2008), se ha
identificado quinasas de doble especificidad en vegetales entre las que se clasifica a BRI1 y

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 (BIN2), entre otras (Kim et al., 2009; Jaillais et al., 2011).
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En consecuencia y sobre la base del analisis in silico, se postula que los genes WFSK'y
VWFTK codifican para putativos receptores quinasas del tipo LRR-RLK con actividad de

“Ser/Thr/Tyr kinase”.

4.5. LOS GENES VVvFSK y VVFTK CODIFICAN PARA PROTEINAS CON SIMILITUD A ScORK17
DE Solanum chacoense, PERO POSEEN DIFERENTES PATRONES DE EXPRESION
DURANTE EL DESARROLLO

Al realizar un anadlisis comparativo de las proteinas VVFSK y VVFTK con aquellas
encontradas en las bases de datos, es posible notar una alta similitud con proteinas de otras
especies, entre ellas SCORK17 de Solanum chacoense vy la proteina codificada por At3g03770
de Arabidopsis thaliana. Sélo para ScORK17 se ha estudiado su estructura y funcién,
determindndose que corresponde a una LRR-RLK cuyo rol se circunscribe al desarrollo del
ovulo y la semilla en dicha planta. La expresion del gen que la codifica es inducida tras la
fecundacion y se expresa en el integumento del évulo y el endotelio, un tejido encargando de
la nutricidn del saco embrionario. Al sobreexpresar el gen en un sistema heterélogo como A.
thaliana, se produce alteraciones en el desarrollo del saco embrionario, provocando una
disminucion en el nUmero de semillas que se obtiene por silicua (Germain et al., 2008).

No obstante la gran homologia detectada entre los genes de vid, se establecié que ellos
poseen diferentes patrones de actividad transcripcional durante el desarrollo. VvFSK
aumenta desde el estadio de inflorescencia para llegar a un maximo en flores al estadio de
antesis, detectandose finalmente en semillas del fruto en desarrollo. Por su parte, la
expresion de VVFTK esta concentrada principalmente en inflorescencias y flores inmaduras y
también en zarcillo, siendo menor su actividad en la flor en antesis y en la baya formada. Ello
permite especular que, si bien los productos de estos genes corresponden a proteinas
similares, estarian cumpliendo funciones distintas durante el desarrollo. Al comparar la
expresion descrita para ambos genes de vid con la de At3g03770 de A. thaliana, se establecié

gue aunque este gen codifica para una proteina filogenéticamente mas cercana a VVFTK,
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exhibe un patréon de expresidn similar al del gen VvFSK, alcanzando sus maximos niveles de
actividad transcripcional en flores y semillas inmaduras (Fig. 24).

El andlisis in silico de las secuencias promotoras de estos genes mediante el software
CONSITE, reveld la presencia elementos en cis reconocidos por FTs del tipo MADS, asociados
al desarrollo floral/frutal en plantas. Secuencias similares al sitio de unién consenso para
SQUAMOSA (SQUA) o AGAMOUS-like 3 (AGL3) fueron identificadas en los promotores de los
genes WFSK, VFTK y At3g03770 de A. thaliana. Sin embargo, la presencia de elementos en
cis para el FT AGAMOUS (AG) fue detectada sélo en el promotor de los genes VvFSK y
At3g03770. Puesto que en vides el factor de transcripcién con funcion de AG (VVMADS1)
participa no solo en la regulacién de la organogénesis floral sino que también en el desarrollo
posterior de frutos (Carmona et al., 2008; Vasconcelos et al., 2009), tal diferencia en la
estructura de las regiones promotoras puede dar cuenta de los distintos perfiles de expresion
determinados para WFSK'y VvFTK.

Es interesante notar, ademas, la presencia en los promotores de los genes WFSK y
VVFTK de elementos regulatorios detectados en genes cuya expresion se localiza en tejido
vascular. La expresion en tejido floematico ha sido confirmada para At3g03770, el homdlogo
en A. thaliana de los genes referidos (Ruiz-Medrano et al., 2011). Elementos regulatorios
identificados anteriormente en el promotor del gen SUCROSE TRANSPORTER 2 (AtSUC2) de
Arabidopsis thaliana, el cual exhibe expresién especifica en las células acompafiantes del
floema (Schneidereit et al., 2008), han sido también detectados en la regién regulatoria de
At3g03770. Tales secuencias, estdn también presentes en los promotores de VWFSK'y WFTK,

sugiriendo que tales genes podrian poseer similar especificidad de expresién.

4.6. VvFSKy VvFTK SON INDUCIDOS POR SACAROSA

Para completar el perfil transcripcional de los genes WFSK y WFTK, se realizd un
tratamiento exdgeno con hormonas vegetales y moléculas elicitoras sobre bayas del cultivar
Carméneére al estadio de pre-envero. Dicho estudio, reveld que, en las condiciones

ensayadas, ambos genes no son inducidos en respuesta a las hormonas vegetales ABA, GA3 y
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Etileno, aun cuando elementos de respuesta asociados a las vias de transduccidn de sefiales

de tales compuestos fueron identificados en la region promotora de ambos genes.

Una induccidn significativa de la expresién de ambos genes fue detectada en respuesta
a tratamiento con sacarosa. El analisis in silico con el componente Signal Scan Search de
PLACE, permiti6 identificar varios elementos de respuesta relacionados a sacarosa o azuUcar.
En el gen Sporamin A1 de batata, se han identificado dos elementos de respuesta a azUcar
denominados CMSRE-1 y CMSRE-2, los cuales son requeridos simultaneamente para permitir
la induccidn por sacarosa (Morikami et al., 2005). En el caso de los genes de vid, el elemento
CMSRE-1 estd presente en el promotor de WFSK'y VWFTK, pero no asi CMSRE-2. Sin embargo,
estudios realizados con el gen de la B-amilasa de batata, el cual también carece del elemento
CMSRE-2, indican que tal secuencia puede ser reemplazada por otro elemento denominado
SP8b (Maeo et al., 2001), el cual se encuentra presente en la regién promotora de WFSK'y

WVFTK.

La expresién de VvFSK 'y VWFTK no fue detectada en polen y probablemente su actividad
transcripcional en flores se localice en ovarios y évulos los que dardn origen posterior a la
semilla. Presumiblemente, los genes en estudio estarian involucrados en el desarrollo de
estos érganos. En la vid, los azucares han sido descritos como moléculas necesarias para el
desarrollo reproductivo, desde inflorescencia hasta formacién del fruto, donde no solo son
requeridos como suministro energético, sino también como reguladores de la expresién
génica y senales, siendo el aborto floral un sintoma de la falta de un suministro constante de
azucares, el cual es requerido durante la formacion del gametofito femenino (Lebon et al.,
2008). Del mismo modo, se ha descrito que eventos que tienen lugar durante la
embriogénesis son regulados por azlcares (Gibson, 2004), por lo que es factible especular

gue la expresidon de VWFSK en semillas podria estar asociada a este mecanismo regulatorio.

Estudios mas detallados acerca de la expresion tejido y/o célula especifica de los genes
referidos y la identificacion tanto de el o los ligandos que interactian con el dominio

receptor asi como de las proteinas blanco de la actividad quinasa de los productos
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codificados por los genes WFSK'y WFTK, son necesarios para establecer con mayor precision

el rol de tales receptores quinasa en la modulacion del desarrollo floral/frutal en la vid.

4.7.L0S GENES VvPSZ3 y VvFSK PRESENTAN DISTINTOS NIVELES DE EXPRESION EN
CULTIVARES CON DIFERENTE PROPENCION AL DESARROLLO DE BAYAS
PARTENOCARPICAS

Los cultivares Cabernet Sauvignon y Carménére aun cuando derivan de un mismo
ancestro presentan una diferente tendencia a problemas del desarrollo reproductivo tales
como abscisidn y partenocarpia en frutos (Moreno y Vallarino, 2011). Interesantemente, en
ambos cultivares se detectan diferencias en los perfiles de expresion de los genes VWPSZ3 y
VVFSK. Si bien el gen WPSZ3 posee un patron de expresion estadio especifico similar en
ambos cultivares, en Cabernet Sauvignon los niveles transcripcionales en tejidos florales
inmaduros y maduros son notablemente mas altos que en Carménere. Por otro lado, el gen
VVFSK presentd, a través de todo el desarrollo reproductivo un nivel de transcrito mayor en
el cultivar Cabernet Sauvignon por sobre Carménere, de particular interés es el hecho de que
en el primer cultivar la expresidén de este gen persiste hasta estados avanzados del desarrollo
frutal en tanto que en el segundo cultivar la actividad transcripcional de este gen decrece
bruscamente a partir del estado de envero. Analisis comparativos de este tipo no estan
ampliamente documentados en la literatura, sin embargo, estudios realizados por nuestro
grupo de trabajo con relacién a la expresion del gen VwBORI1, también asociado al proceso
partenocarpico, indican que en este caso no se registran diferencias significativas en los
perfiles transcripcionales de este gen entre ambos cultivares (Pérez-Castro et al., 2012).
Tomados en su conjunto, estos resultados sugieren la participacion de los genes WPSZ3 y
VVFSK en la manifestacion del proceso partenocarpico. Sin embargo, estudios mas detallados

son necesarios para establecer si ello es efectivo.
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1. El gen VvPSZ3 aislado y caracterizado en este estudio, codifica para una proteina con
caracteristicas de FT, que posee tres motivos “zinc finger”, una senal de localizacién nuclear

(NLS) y un dominio EAR previamente identificado en represores de la transcripcion.

2. El putativo FT VvPSZ3, es similar al factor ZAT4 de A. thaliana, el cual es esencial para

el desarrollo y supervivencia de plantas de esta especie.

3. Durante el desarrollo reproductivo en vides, la expresion de WPSZ3 se detecta
predominantemente en flores cerradas y en bayas al estado de envero. En estos érganos los

mayores niveles de expresiéon fueron registrados en polen y semillas, respectivamente

4. La regidon promotora de VVvPSZ3 posee tanto sitios de unidon para factores de
transcripcion del tipo MADS asociados tanto al desarrollo floral/frutal en vides como

elementos asociados a la expresidn en polen y semillas.

5. Adicionalmente, en la regién promotora de VWPS3, se identificaron elementos de
respuesta a diversas hormonas vegetales. Algunos de tales elementos probaron ser

funcionales como lo indica la induccién de este gen en respuesta a ABA; SA y sacarosa.

6. Los genes denominados VWFSK y VWFTK, codifican para proteinas con dominios
caracteristicas estructurales de receptores quinasas del tipo LRR-RLK de plantas. El analisis in
silico predice que estas proteinas se localizan en la membrana plasmatica celular y que su

especificidad de sustrato corresponde al de las denominadas “Ser/Thr/Tyr kinases” .

7. WFSK y WFTK poseen diferentes patrones de actividad transcripcional
durante el desarrollo. WFSK es expresado fuertemente en flores y semillas de frutos en
desarrollo en tanto que la expresion de WFTK estd concentrada principalmente en

inflorescencias, flores inmaduras y en zarcillos.

8. El analisis in silico de las secuencias promotoras de WFSK'y WFTK, reveld la
presencia elementos en cis reconocidos por FTs del tipo MADS, asociados al desarrollo

floral/frutal en plantas, y elementos asociados a la expresion floema-especifica.
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9. Adicionalmente la regidn promotora de ambos genes contiene elementos
asociados a la respuesta a azucares. Consistente con ello, la mayor inducciéon de WFSK y
WFTK en tratamientos exdégenos con hormonas y moléculas elicitoras, correspondié a la

registrada al tratar los tejidos con sacarosa.

10. Los niveles transcripcionales del gen VwPSZ3 en tejidos florales inmaduros y
maduros son notablemente mds altos en Cabernet Sauvignon que en Carménere. De manera
similar, el gen WFSK presentd, a través del desarrollo floral y frutal un nivel de transcrito
mayor en el cultivar Cabernet Sauvignon por sobre Carménére. Estos resultados sugieren

algun tipo de participacion de los genes VWPSZ3 y VvFSK en el desarrollo de la partenocarpia.
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Anexo 1. Tratamiento de bayas de vid con hormonas y moléculas inductoras de respuesta en plantas.
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