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Hay un dios, dicen gue lo hay

Pero yo, yo no sé cudl es

Como aca esta todo al revés

Debe estar cuidando del mal

y el otro normal

debe estar cuidando del bien

Y entonces no sé con cual quedarme.

Me quedo con

con el sol y los arboles

tu calor y la musica

Ya no quiero mas explicacion

La razon la da el corazon

Y entonces tu amor es mi Dios

y mi religion

Y mi religion es vivir y dejar vivir
Siyasé

me vas a decir

que hay tipos que no entienden eso
Y también

hay otro peor

que molesta a los que hacen eso
A esos no les des un beso

A esos se le rompe un hueso
Con amor

Hay un dios, dicen que lo hay,

algln dia lo entenderé

Si querés, podés argumentar

Pero yo

yo tengo un reloj

Y tengo un reloj natural

muy dentro de miy ahora ya sé con cual quedarme

Me quedo con el sol y los arboles...

MI RELIGION - GUSTAVO PENA
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RESUMEN

En la vid (Vitis vinifera L.) se ha sugerido que malformaciones generadas en el desarrollo del polen, reduce el potencial de
germinacion y la entrega de células espermaticas a los 6vulos, aumentando la incidencia del desarrollo de frutos partenocarpicos (DFP),
con un impacto negativo en la calidad del vino. Los mecanismos requladores que controlan la formacién de polen siguen siendo
desconocidos en la vid. Sin embargo, en otras plantas se ha revelado una red que involucra varios tipos de factores de transcripcion
través del modelo (A)B(C) del desarrollo floral y se han asignado roles clave a los miembros de la familia de proteinas con dedos de zinc
del tipo C2H2 (ZFP). Factores de este tipo han sido asociados a la regulacion del desarrollo del polen en petunia, arabidopsis, y otras
especies. El silenciamiento de algunos de estos genes provaca alteraciones morfoldgicas y funcionales en los granos de polen, en las
diferentes etapas del desarrollo de estos. La identificacion en el genoma de la vid tanto de genes homdlogos a aquellos que regulan el
desarrollo de anteras y polen en Arabidopsis thaliana, asi como genes homélogos a la familia EPF de petunia, permite sugerir que los
mecanismos moleculares similares a los descritos en estas especies modelo, regulan el desarrollo del polen en la vid. Basado en ello

se planted como hipétesis de trabajo:

“La regulacion del desarrollo del polen involucra la participacion de proteinas factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP

en Vitis vinifera L."

Para comprender mejor el papel de las ZFP en el desarrollo del polen se realizé una bsqueda de genoma amplio identificando un
grupo de 98 genes que codifican para ZFP (familia VviZFP), ampliamente distribuidos en el genoma de la vid. Luego de una
caracterizacion general, se selecciond un grupo de genes VviZFPs presumiblemente implicados en el desarrollo del polen, de acuerdo
con su perfil de expresion in silico y homologia con ZFP que requlan el desarrollo del polen, informado en otras plantas modelo.
Posteriormente, se posicionaron eventos del desarrollo del polen dentro de la escala del desarrollo floral/frutal en vid (Sistema E-L),
con analisis de microscopia y de expresion relativa de genes relacionados en el cultivar ‘Carmenere’. En este cultivar, la especificacion
de células madre del polen es visible a partir del estadio E-L13 y el desarrollo del polen ocurre entre el estadio E-L13 y E-L16. Luego, se
determind la expresion temporal de un set de genes VviZFP candidatos durante un periodo de la sequnda temporada del desarrollo floral
de la vid, se identificaron elementos de respuesta en las regiones promotoras de estos genes (2000 pb desde el codon de inicio de la
transcripcion)y finalmente se determind la actividad érgano especifica de la region promotora de VviZFP11y VviZFP67. Todos los genes
VviZFP seleccionados mostraron dindmicas de expresion a lo largo del desarrollo floral, lo que sugiere una posible participacion de
estos en el desarrollo de la vid. Las regiones promotoras presentaron diferentes niveles de enriquecimiento con elementos requladores
cis de respuesta a factores de transcripcion, de senalizacion hormonal y elementos de expresion especificos del polen. Se observaron
diferencias en la actividad espacio/temporal de los promotores entre VviZFP68 y el ortélogo propuesto PhMEZ], sugiriendo roles
diferentes para ambos genes. Por otro lado, el promotor del gen VviZFP13 presenta actividad similar alo observado en AtDAZ1/2, ademas
de actividad especifica en tejido estigmético, haciéndolo interesante para estudios posteriores. Sin embargo, los perfiles de expresion
indican que estos genes estan siendo transcritos durante el momento del desarrollo del polen en vid. Finalmente, los resultados
generados en esta tesis permiten generar una fuente de informacion importante que sera util a la hora de desarrallar trabajos

posteriores que persigan comprender la participacion de un grupo reducido de VviZFPs en eventos del desarrollo del polen en la vid.
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ABSTRACT

In grapevine (Vitis vinifera L.) it has been suggested that malformations generated in the development of pollen, reduces the
potential for germination and the delivery of sperm cells to the ovules, increasing the incidence of parthenocarpic fruit development
(DFP), with an impact negative on the wine quality. The regulatory mechanisms that control pollen formation remains unknown in
grapevine. However, in other plants a network involving various types of transcription factors has been revealed through the (A)B(C)
model of flower development and key roles have been assigned to members of the C2H2 type zinc finger protein family (ZFP). Factors
of this type have been associated with the requlation of pollen development in petunia, arabidopsis, and other species. The silencing of
some of these genes causes morphological and functional alterations in pollen grains, at different stages of their development. The
identification in the grapevine genome of genes homologous to those that regulate the development of anthers and pollen in Arabidopsis
thaliana as well as genes homologous to the EPF family of petunia, allows us to suggest, that molecular mechanisms similar to those

described in these model species regulate the pollen development in grapevine. Based on this, it is proposed as a working hypothesis:

"The regulation of pollen development involves the participation of C2H2-ZFP-type transcription factor proteins in Vitis

vinifera L."

To better understand the role of ZFPs in pollen development, a genome-wide search was carried out identifying a group of 98
genes that code for ZFP (VviZFP family), widely distributed in the grapevine genome. After a general characterization, a group of VviZFPs
genes presumably involved in pollen development was selected according to their in silico expression profile and homology with ZFP
that requlate pollen development reported in other model plants. Subsequently, pollen development events were positioned within the
scale of floral/fruit development in grapevine (E-L System), with microscopy analysis and relative expression of related genes in the
‘Carmenere’ cultivar. In this cultivar, the pollen stem cell specification is visible from stage E-L13 and pollen development occurs
between stage E-L13 and E-L16. Then, the temporal expression of a set of candidate VviZFP genes were determined during a period of
the second season of floral development in grapevines, response elements were identified in the promoter regions of these genes (2000
bp from the start codon) and finally the specific activity of the promoter region of VviZFP1l and VviZFP67 were determined. All the VviZFP
genes showed these expression dynamics throughout flower development, suggesting a possible participation in grapevine
development. The promoter regions present different levels of enrichment with cis regulatory elements of response to transcription
factors, hormonal signaling, and pollen-specific expression elements. Differences in the spatial/temporal activity of the promoters are
observed between VviZFP68 and the proposed PhMEZT ortholog, suggesting different roles for both genes. On the other hand, the
promoter of the VviZFP13 gene presents activity similar to that observed in AtDAZ1/2, in addition to specific activity in stigmatic tissue,
making it interesting for subsequent studies. However, the expression profiles indicate that these genes are being transcribed during
the time of pollen development in grapevine. Finally, the results generated in this thesis allow generating an important source of
information that will be useful when developing subsequent works that seek to understand the participation of a small group of VviZFPs

in grapevine pollen development events.
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INTRODUCCION GENERAL

A. Importancia y problematicas en el cultivo de la vid en general y el cultivar carmenere en particular

La vid (Vitis vinifera L.) es una especie ampliamente cultivada y de gran importancia econémica ya que sus bayas son
aprovechadas mayoritariamente en la produccion de vinos y como fruta fresca (uva de mesa) y seca (pasas). Otros
productos derivados de uvas o desechos de la vinificacion incluyen jugo de uva, etanal, vinagre, aceite de semilla de uva,
acido tartarico, fertilizante entre otros [1]. Sumado a esto, existe un interés creciente en los beneficios para la salud de
compuestos antioxidantes derivados de la vid y el vino, como fenilpropanoides, isoprenoides y alcaloides [2]. Algunos de

estos se han investigado para el uso en las industrias de aditivos alimentarios, cosméticos y farmacéuticos [1].

El informe estadistico sobre vitivinicultura mundial 2019 de la Organizacién Mundial de la Vifa y el Vino (0IV)
(http://www.oiv.int/) estima que la superficie mundial plantada con vifiedos al ano 2018 superd los 7 millones de hectareas,
destinandose el 57% de estos terrenos a la produccion de vinos. El mismo informe posiciona a la industria vitivinicola de
Chile como la sexta mas grande, con una produccion de casi 13 millones de hectolitros de vino al afo. De acuerdo a las
ultimas cifras oficiales (ODEPA; Catastro Viticola Nacional 2017), se destind una extension de 136 mil hectéareas al cultivo de
la vid en Chile, siendo ‘Cabernet Sauvignon', ‘Sauvignon Blanc', ‘Merlot', ‘Chardonnay’, ‘Pais’ y ‘Carmenere’ los cultivares con
mayor superficie plantada. Carmenere es un cultivar de uva tinta de vino, con caracteristicas organolépticas y agronémicas
particulares [3]. Fue cultivado historicamente en las regiones de Graves y Médoc en Burdeos, Francia, hasta antes de que
una plaga del hemiptero filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) devastara los vinedos en el siglo XIX llegando a la casi extincion
del cultivar en Europa. En Chile fue introducido en la década de 1850 (previo a la crisis filoxérica), manteniéndose
erroneamente identificado en los vinedos como Merlot hasta que en 1994 fue redescubierto ampelograficamente y luego
validado por DNA fingerprinting [4]. Esto despertd un interés mundial por el “cultivar perdido”, transformando al cultivar
‘Carmenere’ en la variedad emblematica de Chile [5]. El cultivar ‘Carmenere’ se considera vigoroso y de brotacion tardia,
pero con una tendencia alta a desarrollar trastornos reproductivos como la abscision de flores y el desarrollo de frutos

partenocarpicos (DFP)[6].

B. Eldesarrollo de frutos partenocarpicos

En la vid se reconocen dos tipos alteraciones que conducen a frutos sin semilla, la estenospermocarpia y la
partenocarpia [7]. La fruta obtenida por stenospermocarpia proviene de un evento de polinizacion/ fecundacion efectiva,
pero el embrion aborta en etapas tempranas generando bayas aparentemente sin semillas. Este es un rasgo apreciado en

cultivares para la produccion de fruta fresca y seca [8]. En la partenocarpia (o DFP), el desarrollo del ovario continta en el
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fruto alin en ausencia de polinizacion y/o fecundacion produciendo bayas asemilladas estériles [9]. La partenocarpia es
un rasgo indeseado en cultivares como ‘Carmenere’ y en general los utilizados en vitivinicultura ya que afecta
negativamente el rendimiento y calidad de la fruta, impactando finalmente en la calidad del vino elaborado. La incidencia

de este fendmeno es cultivar y temporada dependiente [6].

Enlavid, el DFP se caracteriza por la presencia en un mismo racimo de bayas con semilla de tamafo normal junto con
bayas sin semillas de tamafio pequeno (<3 mm)y de tamano mediano (3-6 mm). Mientras que las bayas pequenas sin
semillas (Ilamadas shot berries) se generan presumiblemente a partir de dvulos defectuosos y no fértiles, las bayas sin
semillas de tamafo mediano surgen de un evento de partenocarpia debido a la fertilizacion defectuosa del 6vulo provocado
por alteraciones en el crecimiento del tubo polinico y la liberacion de células espermaticas en los ovarios [10,11]. Se han
relacionado alteraciones en el metabolismo de poliaminas con la incidencia de DFP. La aplicacion exdgena de poliaminas
al final de la floracién, como putresina y espermidina disminuyeron significativamente la incidencia de DFP en la vid [12].
También, el DFP suele presentarse frente a factores ambientales desfavorables, por lo que la exposicion a temperaturas
extremas o lluvias durante floracion, suelos pobres y arcillosos, exceso de vigor en los porta injertos utilizados y carencias
nutricionales (como deficiencias de Boro, Zinc o Calcio) promueven la incidencia de DFP [6]. El Zinc es necesario como
cofactor para mas de 300 enzimas y proteinas involucradas en la division celular, el metabolismo de acidos nucleicos y la
sintesis de proteinas, y es fundamental en el control de la transcripcion de genes y la coordinacion de otros procesos

bioldgicos requlados por proteinas que contienen dominios Zinc Finger (ZF)(como las C2H2-ZFP, entre otras)[13,14].

Si bien existe investigacion orientada a reducir la incidencia de DFP buscando mejorar el rendimiento, poco se conoce
respecto a las causas fisioldgicas y moleculares que provocan este fenémeno en la vid. La capacidad de germinacion del
polen es fundamental para la fertilidad y dado que en el DFP no ocurre polinizacion y/o fertilizacion efectiva, es razonable
pensar que alteraciones en el desarrollo del polen pudiesen conducir al DFP. En algunos cultivares de vid, la presencia de
polen normal junto con granos andémalos (nimero anormal de aberturas o colapsados) conducen a una alta reduccion de la
productividad [15,16]. En esta linea, Alva y colaboradores [6](2015) relacionaron la tasa de DFP con la frecuencia de granos
de polen aberrante (definidos como granos de polen con anormalidades estructurales e incapacidad de germinar), en
diferentes cultivares de Vitis vinifera. Cultivares como ‘Syrah’, presentaron un bajo porcentaje de polen defectuoso y una
baja incidencia de DFP, mientras que en cultivares como ‘Carmenere’, se report¢ alta tasa de polen estructuralmente
aberrante, al mismo tiempo que una alta tasa de DFP. Este reporte sugiere que la fertilizacion defectuosa del dvulo podria
ser causada por un polen morfolégicamente anormal que posee una capacidad de germinacion reducida o la incapacidad
de alargar el tubo polinico, explicando las tasas variables de DFP entre cultivares. El desarrollo floral y especificamente el
desarrollo de anteras y polen, tanto a nivel celular como genético molecular, esta bien documentado para especies modelo

como arabidopsis (Arabidapsis thaliana (L.) Heynh) o petunia (Petunia = atkinsiana (Sweet) D.Don ex W.H.Baxter), pero las
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particularidades de estos procesos no estan dilucidadas en la vid. En este sentido, la identificacion y caracterizacion de
genes candidatos involucrados en el desarrollo del polen, aparece como un interesante es un enfoque en la busqueda de

causas moleculares que conduzcan a la formacion de DFP.

C. Desarrollo reproductive

El desarrollo reproductivo es una parte importante en el ciclo vital de plantas ya que en esta fase es posible la
recombinacion del material genético ayudando a la perpetuacidn de la especie. Particularmente en la vid, la floracion para
la produccion de semillas no es un evento esencial en la industria viticola ya que la multiplicacién de esta especie se realiza
mediante esquejes. Sin embargo, considerando que el fruto se origina a partir de la modificacion del ovario, se puede
indicar que el desarrollo y floral frutal estan altamente ligados. Esto hace relevante el estudio del desarrollo floral, ya que
alteraciones en estos procesos pueden repercutir negativamente en rasgos como rendimiento y calidad para la industria
vitivinicola [17].

El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen en la requlacion del desarrollo reproductivo en plantas lleva
(Antirrhinum majus L.)y arroz (Oryza sativa L.), pero hace mas de diez anos que se reportan estudios del desarrollo en nuevas
especies modelo [18]. Los resultados de andlisis genéticos y transcriptomicos han permitido la identificacion de cientos
de genes con funciones requladoras conocidas o probables en varios aspectos del desarrollo reproductivo. Gran parte de
estos genes codifican para factores de transcripcion (FT) y correguladores de la transcripcion [19], microARNs (miRNAs)

[20]y proteinas que participan en la regulacion de la cromatina [21].

En arabidopsis, los genes clave que integran las multiples sefales de floracion como SUPRESSOR OF CONSTANS1(SOC1)
y FLOWERING LOCUS T (FT) inducen la floracion en el meristema apical (MA) [22]. La formacion de flores ocurre en
meristemas florales (MF), los que a su vez se desarrollan en una posicion especifica del meristema de inflorescencia (Ml).
El sitio donde se inicia el MF esta determinado por un aumento previo de la concentracion de auxina a través del transporte
polar de la hormona entre células [23]. En arabidopsis el aumento local de auxina depende de la actividad de la proteina
PIN-FORMED1 (PIN1), que se localiza polarmente en las membranas para promover el eflujo de auxina. El aumento local de
|a fitohormona gatilla la respuesta de factores de transcripcion y remodeladores de cromatina que terminan por promover
la expresion de LEAFY (LFY), un gen requlador maestro que codifica para un FTy que promueve la identidad temprana de
MF. LFY tiene una multitud de funciones conacidas durante las etapas tempranas del desarrollo floral. Entre estas, reduce
los niveles de &cido giberélico (GA) en el MF provocando la acumulacién de proteinas DELLA (sensibles a GA), las que junto
al factor de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) regulan positivamente la expresion de
APETALAT(APT), el otro gen clave en la identidad del MF [24]. APT codifica para un factor de transcripcion del tipo MADS y
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junto al gen paralogo y parcialmente redundante CAULIFLORER (CAL) [25] promueven la expresion de LFY como parte de un
loop de feedback positivo que permite la activacion especifica de los genes de identidad del MF. En conjunto, AP1/CALy LFY
promueven la identidad de meristemas, suprimen parcialmente la programacion genética del desarrollo de brotes propio

del meristema y controlan la expresion de genes necesarios para la especificacion de los primordios de 6rganos florales.

Los genes de identidad de drganos florales se expresan en una disposicion en espiral y actian de manera coordinada
para controlar la especificacion de érganos florales siguiendo el modelo ABC [26-28], actualizado a modelo (A)B(C) para
adaptarse a los hallazgos experimentales y progreso conceptual de mas de 30 afios de investigacion [18]. En el modelo ABC
original los genes APTy APETALAZ (AP2) de funcion A, controlan la formacion de sépalos. Estos junto a los genes de funcion
B APETALA3 (AP3) y PISTILLATA (PI) regulan la formacion de pétalos. La accion de los genes de funcién B en conjunto con
AGAMOUS (AG) de funcion C, conducen a la formacion del estambre, mientras que la formacion del carpelo es requlada solo
por la accion de genes de funcion C [29]. En el MF, la actividad entre los genes de funcion Ay los genes de funcion C es
antagonica permitiendo la expresion verticilo especifica y correcta organogénesis floral [18]. Posteriormente, el modelo
ABC fue ampliado a modelo ABCDE, con genes de funcion D (SEEDSTICK/AGAMOUS-LIKET, SHATTERPROOF1y SHATTERPROOF2;
STK/AGLTI, SHPTy SHP2 respectivamente), que controlan el desarrollo del dvulo y genes de funcion E (SEPALLATA,
SEPALLATA2, SEPALLATA3, SEPALLATA4; SEP1, SEP2, SEP3 y SEP4 respectivamente) involucrados en la especificacion de todos
los tipos de drganos florales [30]. Aungue el modelo ABC ha sido confirmado en arabidopsis a nivel molecular, la
aplicabilidad general al resto de las plantas con flores ha presentado algunos aspectos distintivos [ 31], especificamente en
los genes con funcion A. Para estos genes que especifican la identidad del MF y luego de los drganos del perianto (sépalos
y pétalos) no se han encontrado mutantes recesivos en los que se vean afectados ambos procesos, salvo lo reportado en
arabidopsis [32]. Por su parte, los genes con funcion E han mostrado una accion redundante con los genes de funcion A en
la identificacion de drganos florales. Basado en estos antecedentes es que Causier y colaboradores reportaron el modelo
(A)BC, donde los genes de funcién A y de funcién E actdan juntos en una especie de modelo combinatorio en la
especificacion de identidad de diferentes drganos florales [28]. EI modelo (A)BC propone que los genes de funcion (A) =
genes de funcion A+ genes de funcion E y ha permitido explicar la requlacion de la identidad de drganos florales de manera
mas amplia en diversas angiospermas [18]. Recientemente, este modelo fue actualizado a modelo (A)B(C)(siendo los genes
de funcién (C) = genes de funcidn C + genes de funcion D + genes de funcién E) basado en la nocién de que los genesC y D
estan estrechamente relacionados y que derivan de genes ancestrales que combinaban la actividad de las funciones Cy D
[33]. En petunia se ha reportado que los genes de funcion C y D poseen actividad redundante en gran medida superpuesta
[34] haciendo dificil observar la marcada division de funciones reportada en arabidopsis [35] y confirmando el modelo

(A)B(C) (Figura 1). Es el programa genético que los factores homedticos codificados por los genes del modelo (A)B(C) llevan
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a cabo lo que permite el correcto desarrollo de los drganos que componen la flor, entre estos y de importancia para este

estudio, de anteras y polen.
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1. Modelo ABC clasico 2. Modelo ABCDE/FQM 3. Modelo (A)B(C)

Figural: Modelos propuestos para el desarrollo floral en arabidopsis. Modelos que describen las actividades combinatorias de diferentes
clases de genes homedticos, que funcionan en verticilos especificos del meristema floral para especificar la identidad de 6rganos. Las
flechas indican los drganos/verticilos en los que estan activas las diferentes clases de genes. Para los modelos 2 y 3, los complejos
tetraméricos se colorean de acuerdo con las clases a las que pertenecen las proteinas. Para el modelo 3, (A) representa la consolidacion
de genes de clase Ay E en una sola clase y (C) representa la consolidacion de genes de clase C y D en una sola clase clase. FQM, modelo

de cuarteto floral; Se, sépalos; Pt, pétalos; St, estambres; Ca, carpelo; Ov, dvulos.

Respecto a la vid, el enfoque para la comprension de los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo
reproductivo se ha basado en la identificacion y analisis funcional de genes ortdlogos a los descritos en modelos como
arabidopsis. Esto ha permitido aislar un nimero significativo de genes que podrian participar en distintos procesos o
etapas del desarrollo; sin embargo, la caracterizacion funcional de estos genes en la vid es aun escasa ya que de la mayoria
de estos candidatos solo se conocen sus perfiles expresion génica. Ademas, el modo de desarrollo reproductivo en la vid
difiere significativamente de arabidopsis y otras especies anuales, lo que hace de la vid, un modelo particular desde el
punto de vista genético. En regiones templadas, la reproduccion sexual de la vid ocurre durante dos temporadas de
crecimiento. Alrededor de la primaveray el verano de la primera temporada de crecimiento, surgen de uno a tres primordios
de Ml dentro de las yemas latentes (induccion de la floracion), estableciendo el nimero de Ml por yema antes de entrar en

latencia [1,36]. Luego, el inicio de la estacion fria promueve la latencia en el proceso de floracion y crecimiento mediante
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fotoperiodos y temperaturas decrecientes [37]. Entrada la primavera de la sequnda temporada, el brote se desarrolla y las
inflorescencias inmaduras contintan la diferenciacion para formar flores [38], generandose una separacion estacional
entre los primordios de Mis y el desarrollo de las flores. Es en este momento, después de concluir el desarrollo floral, se
produce la autopolinizacion o polinizacion cruzada (dependiendo del cultivar) y consiguiente fertilizacion [39]. Después de
la interaccion polen-estigma, el grano de polen se hidrata y luego germina, elongando el tubo polinico para alcanzar el saco
embrionario. Al ingresar al saco, se liberan las dos células espermaticas, fusionandose con la ovocélula y con los ntcleos
polares localizados en la célula central. La doble fecundacion da lugar al embrién y el endospermo [40], continuando con
el desarrollo frutal. De manera general, este proceso es comdn en las plantas con flores y gran parte de los actores que
participan a nivel molecular han sido identificados en plantas modelo como arabidopsis. Sin embargo, las particularidades

en la biologia de la vid hacen necesario confirmar lo propuesto en plantas modelo.

En la vid, se ha reportado algunos genes homalogos a lo descrito en Arabidopsis, como genes integradores de senales
florales y genes de identidad de meristemas florales [38,41-45]. Para comprender su papel en el desarrollo, Almada y
colaboradores [41] determinaron los patrones de expresion de varios de estos genes durante dos temporadas de
crecimiento, abarcando eventos importantes del desarrollo como la induccién de la floracion, latencia y el desarrollo de
flores y frutos. La expresion de VviCO esta coordinada espacial y temporalmente con VvifT, VviMADS8 y VFL (los ortdlogos
de FT, SOCTy LEAFY de arabidopsis, respectivamente), lo que sugiere un papel de estos genes en la periodicidad estacional
de la floracion y la posible conservacion en la vid de una red reqguladora similar a la reportada en arabidopsis [41]. Los
niveles de transcripcion de los genes integradores de senales florales fueron casi indetectables durante la dormancia de
yemas, indicando que el mecanismo de regulacion que coordina dormancia y floracién en la vid ocurre como se ha descrito
en otras especies de plantas [46]. Sin embargo, los genes integradores florales Vvif Ty VFL se inducen antes de que broten
las yemas en la sequnda temporada de crecimiento [41], gatillando el desarrollo floral con la activacion de genes de

identidad de drganos florales que determinan la morfogénesis de los mismos [1,40,47].

Los genes de identidad de 6rganos florales que se expresan principalmente durante el desarrollo de flores y frutos
también se han caracterizado en la vid. Todos pertenecen a la familia de factores de transcripcion MADS-box y fueron
catalogados como genes de funcion B, C, D y E de acuerdo al modelo anterior ABCDE. Se han caracterizado tres homélogos
de genes de funcion B como VviMADS [38], VviAP3 y VviTM6 [45], renombrados de acuerdo a la reclasificacion de Grimplet
y colaboradores [48] como VviPl, VviAP3a y VviAP3b respectivamente. Los tres genes se expresan en pétalos y estambres,
mientras que la expresion de VviPl es baja o esta ausente en hojas, raices, zarcillos, yemas latentes y bayas [38]. Ademas,
VviAP3b se expresa mayoritariamente en 6rganos reproductivos y también se ha encontrado en carpelos, frutos y semillas.
Segun lo propuesto por Poupin y colaboradores [45], la expresion diferencial de VviAP3a y VviAPb podria sugerir una posible

subfuncionalizacion de este gen en la vid. Respecto a los genes de funcion C y D, estos forman un clado MADS-box
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monofilético, conocido como la subfamilia AG de genes MADS-box [1]. En la vid se han reportado varios ortélogos putativos
de la subfamilia de genes AG, tales como VvMADS], de secuencia mas cercana a SHP1/2[49]; y VwMADS5, cercano a STK/AGLTI
[50]. Finalmente, los genes con funcion E identificados en la vid corresponden a VvMADS2 (putativo homélogo de SEPT) y
V/vMADS4 (como putativo homélogo de SEP3)[50]. Actualmente se dispone de informacion limitada sobre el desarrollo floral
mediante la accion de genes especificos regulados a su vez por genes homedticos. Estudios se han centrado en los genes
que acttan rio arriba y rio abajo de estos requladores maestros [51] corroborando qué las redes reguladoras de genes son
intrinsecamente complejas y controlada por la interaccion de FTs, mecanismos epigenéticos y procesos

postranscripcionales [19].

D. Las ZFP como reguladores del desarrollo del polen

El conjunto de investigacion acumulada ha demostrado que el desarrollo floralimplica la expresion diferencial de miles
de genes, correspondiendo a casi una cuarta parte de todos los genes del genoma de arabidopsis [52]. Parece que las
redes de genes que controlan el desarrollo de anteras y polen son igualmente complejas, considerando que el patrén de
expresion génica al menos en polen, difiere considerablemente con el de tejidos somaticos [53] y que varia durante las
diferentes etapas del desarrollo [54]. Los estudios moleculares sobre este proceso en la vid son escasos y la mayor parte
del analisis se ha realizado en plantas modelo Diversos estudios han demostrado que los reguladores transcripcionales que
contienen dominios MYB [55], hélice-bucle-hélice basica (bHLH) [56], MADS, dedo de Zinc (ZF)[57,58] y otros dominios de
unién al ADN realizan una serie de funciones que originalmente se atribuian a factores de identidad de drganos florales. El
dominio ZF es abundante en proteinas de animales, plantas, bacterias y levaduras, participando en la requlacion positiva o
negativa de la expresion de genes blanco. Cerca del 1% de los genes en el genoma humano codifican para proteinas con
dominio ZF (casi la mitad de estos codifican para proteinas Cys,/His, ZF o C2H2-ZFP)[59]. En arabidopsis, aproximadamente
el 0,8% de su genoma codifica para C2H2-ZFP [60], constituyendo por lo tanto, el grupo mas grande de dominios de union
al ADN en las células eucariotas. Los reportes relacionan mayoritariamente a las C2H2-ZFP con la requlacion de la induccion
floral y el desarrollo de los drganos florales, aunque también han sido relacionadas con la requlacion de la maduracion de

los drganos florales como anteras y polen [58]

Que el DFP esté relacionado al déficit del micronutriente zinc, y que este en la forma de ion metalico constituya la
parte inorganica de los ZFP, sugiere una relacion causal entre el DFP y el funcionamiento de estas proteinas en el desarrollo
reproductivo. Esto vuelve a la familia C2H2-ZFP interesante de estudiar. Sin embargo, la identificacion y caracterizacion de
esta familia de genes no ha sido investigada en la vid, por lo que parece ser el primer paso para luego comprender su
participacion en el desarrollo reproductivo. Esto se desarrolla en el capitulo | de este trabajo de tesis, terminando con la
identificacion de un grupo de genes candidatos. No obstante, para evaluar la participacion de estos genes candidatos

especificamente en el desarrollo del polen es necesario conocer el momento en que este evento ocurre. Considerando que
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los tiempos del desarrollo reproductivo varia entre cultivares, en el capitulo Il de este trabajo de tesis se localiz el
desarrollo del polen, mediante microscopia y evaluacion de la expresion relativa de genes del desarrollo del polen en el
cultivar ‘Carmenere’ identificando eventos como microesporogénesis y la meiosis del polen en contraste con las escalas
del desarrollo reproductivo externo. Finalmente, en el capitulo |1l de este trabajo de tesis, se evalud la expresion relativa de
los genes candidatos previamente identificados y se determing la actividad de la region promotora de dos genes. Estos
resultados en conjunto permiten conocer por primera vez la familia de factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP (Familia
VViZFP), y establecer sus perfiles de expresion en un contexto del desarrollo foral en Vitis vinifera cv. Carmenere’. A partir
de este trabajo se pueden disenar estrategias para caracterizar en primer lugar los genes candidatos reportados, a fin de
confirmar su funcién en el desarrollo reproductivo y posteriormente evaluar las diferencias entre cultivares que pudieran

explicar las tasas diferenciales de, por ejemplo, DFP entre cultivares.
El escrito de este trabajo de tesis se dividio en tres capitulos para su mejor comprension:

Capitulo 1: Identificacion y caracterizacion masiva de la familia de genes C2H2-ZFP en la vid (familia VviZFP)y seleccion

de genes candidatos

Capitulo 2: Localizacidn temporal del desarrollo del polen durante el proceso de desarrollo floral en Vitis vinifera cv.

‘Carmenere’

Capitulo 3: Analisis de expresion de genes VviZFPs candidatos
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HIPOTESIS

Dados los antecedentes previamente expuestos se propone la siguiente hipétesis de trabajo:

La regulacion del desarrollo del polen involucra la participacion de factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP en

Vitis vinifera

Objetivo General

Determinar la participacion de factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP en la red regulatoria que modula el

desarrollo del polen en Vitis vinifera.

Objetivos especificos

1. Definir la familia de factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP en V. vinifera (familia VviZFP) y los miembros

putativamente involucrados en la regulacién del desarrollo del polen

Se busca identificar la familia de genes C2H2-ZFP en la vid (VviZFP) en base a la identificacion in silico de secuencias con dominios
caracteristicos de dichas moléculas. Luego se plantea la identificacion de genes candidatos en base al analisis de expresion in silico y

la identidad con genes descritos en otras especies modelo.
2. Localizar el desarrollo del polen dentro del proceso del desarrollo floral en V. vinifera cv ‘Carmenere’

Se propone dar cumplimiento a este objetivo mediante la caracterizacion fenoldgica de un set de muestras de V. vinifera cv ‘Carmenere’
que consideren el desarrollo floral en la sequnda temporada de crecimiento. Ademas, la identificacion de estado del desarrollo del polen
en esas muestras mediante microscopia y el andlisis de expresion relativa de genes homeéticos y putativos ortélogos a los ya

relacionados a este proceso en otros modelos vegetales.

3. Establecer los perfiles de expresion espacio-temporal de los genes VviZFP candidatos durante las diferentes

etapas del desarrollo de flores de Vitis vinifera.

Se proponen andlisis de gRT-PCR de genes candidatos para determinar la dinamica en los niveles de expresion relativa durante el
desarrollo floral. Por otro lado, mediante la generacion de lineas transgénicas de Nicotiana benthamiana promVviZFP::GUS se busca

determinar la especificidad de tejido en la expresion de los genes candidatos.
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Capitulo I: Identificacidn y caracterizacion masiva de la familia de genes C2H2-ZFP en la vid

(familia VviZFP) y seleccion de genes candidatos



1.1INTRODUCCION

El desarrollo reproductivo en las plantas es un proceso altamente regulado donde se ha demostrado que los factores
de transcripcion (TF) tienen un rol fundamental. En arabidopsis [61], la familia mas abundante de reguladores
transcripcionales contiene uno o mas dominios dedos de zinc (zinc-finger domain, ZF) y por esta razén, se denominan

proteinas dedos de zinc (zinc-finger proteins, ZFP).

En el dominio ZF, un ion de zinc esté coordinado por residuos de cisteina (C) y/o histidina (H) que conforman una
estructura tridimensional con forma de dedo. Las ZFPs se clasifican segun el nimero y la ubicacion de los residuos C y H
en los dominios ZF [62]. Las C2H2-ZFPs poseen dominios de 25 a 30 residuos de aminoacidos con dos residuos de C y dos
de H conservados en ambos extremos del dominio que coordinan tetraédricamente un atomo de zinc para formar una
estructura compacta que contiene una [-horquilla y una a-hélice, siendo esta Gltima la region de contacto con el ADN
(Figura 2). La localizacién de los genes blanco reconocidos por el dominio C2H2-ZF es especifica y a la vez diversa [58]. A
diferencia de otras clases estructurales de dominios de union a ADN (con un rango limitado de especificidad), los dominios
C2H2-ZF pueden identificar un amplio rango de secuencias en cis, con alta especificidad, basado en un cddigo de tres pares
de bases [63,64]. Se ha observado que dominios C2H2-ZF con secuencias completamente diferentes pueden identificar

sitios de union de ADN similares, y que dominios con secuencias similares pueden divergir en sus preferencias [65].

A N B

a-hélice

-/ \ Laminas-g
—Regiones no plegadas

Figura 2: Estructura primaria (A) y secundaria (B) de los dominios C2H2-ZF. Los puntos rojos representan el tomo de cinc, el espiral
denota la a-hélice y las flechas antiparalelas indican las |dminas-3 plegadas. desde la a-hélice se extienden los dos anillos de imidazol

de histidina y desde las hojas beta se extienden los dos grupos tiol de los residuos de cisteina.

Estas proteinas, denominadas también ZFP tipo TF3A o ZFP tipo Kriippel, pueden interactuar ademas con ARN y
proteinas, participando no solo en la requlacidn de la expresion de genes sino también en la reqgulacion de la cromatina y
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en el metabolismo del ARN [58]. Dicha versatilidad se expresa en la diversidad de funciones bioldgicas que estas proteinas

desempenan.

Las C2H2-ZFP se clasifican generalmente con un enfoque de clasificacion intuitivo y sencillo, basado en cuatro
estructuras: La posicion de dominios ZF (en tandem o dispersos) [ 61,66], las regiones espaciadoras entre dominios ZF [67],
el nimero de dominios ZF [60]y la presencia del motivo QALGGH en los dominios ZF [13]. Sobre esta clasificacion, la familia
C2H2-ZFP en arabidopsis se agrupa en tres sets: A, By C. El estudio en arabidopsis se ha dirigido a los dos sub-sets A1y C1,
de mayor tamano, evolutivamente mas jovenes y principalmente relacionados con la requlacién transcripcional. El sub-set
Alincluye proteinas con dominios C2H2-ZF dispuestos en tandem en un arreglo. Por su parte, el sub-set Clintegra proteinas
con un dominio C2H2-ZF aislado o de dos a cinco dominios C2H2-ZF dispersos, conservando de manera caracteristica la
secuencia JALGGH en la a-hélice del dominio. Este sub-set ha sido identificado de manera anéloga como familia EPF en
petunia[67,68]. En el papel del desarrollo floral de arabidopsis, las C2H2-ZFP presentan diversas estructuras y pertenecen
a diferentes sub-sets. Por ejemplo, los genes EARLY FLOWERINGS (ELF6) y RELATIVE OF EARLY FLOWERING6 (REF6), que
participan en la induccion de la floracidn, son miembros del sub-set A2. CSZ, una histona metiltransferasa con dominio SET,
y los FTs SUPPRESSOR OF FRIGIDA4 (SUF4)y LATE FLOWERING (LATE) también participan en la induccion de la floracion y
pertenecen a los subconjuntos A3, A4y C1, respectivamente. SUPERMAN (SUP), KNUCKLES (KNU), RABBIT EARS (RBE)y JAGGED
(JAG), regulan el desarrollo de los drganos florales y se distribuyen principalmente en el subconjunto C1. En otros modelos
como arroz, las C2H2-ZFP poseen dos tipos principales de dominios C2H2-ZF (denominados C y Q). La caracterizacion de
esta familia en distintos organismos revel¢ la presencia exclusiva en plantas de un grupo de C2H2-ZFP denominadas tipo
0 (0-type), cuya principal caracteristica es una secuencia de aminoacidos invariante (QALGGH) dentro de la superficie de
contacto con el ADN en el dominio C2H2-ZF. El que este tipo particular de dominios C2H2-ZF no haya sido reportado en

otros organismos, sugiere que las C2H2-ZFP tipo ( podrian estar regulando procesos (nicos de la vida vegetal [69,70].

Dentro de la familia de ZFPs se ha identificado un conjunto de ellos con actividad represora de la transcripcion en
diferentes especies, incluidas arabidopsis, trigo (Triticum aestivum L.), petunia y soya (Glycine max L.). Caracteristico de
este grupo de proteinas es la presencia de un motivo proteico denominado motivo de represion anfifilica asociada a
elementos de respuesta a Etileno (Ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic represion, EAR-motif).
De manera general (pero no exclusiva), el motivo EAR se localiza en la region C-terminal y contiene la secuencia consenso
conservada L/FDLNL/F(x)P [71]. La comparacion de secuencias de los motivos EAR de estas proteinas en arabidopsis [72]
reveld dos patrones distintos: LxLxL (X puede ser uno de los 20 aminoacidos comunes), que contiene tres residuos Leu en
posiciones conservadas; y DLNxxP, que consiste en un caja DLN conservada y un residuo Pro en la quinta o sexta posicion.

Los residuos de Asp y Leu han demostrado estar implicados en la actividad represora de la transcripcion [7173,74]. La
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mutacion/delecion del motivo EAR en las proteinas ZINC FINGER OF ARABIDOPSISI10 (ZAT10)[75], ZAT1[76], DAZ1y DAZ2 [77]

inhibid la capacidad represora, respaldando la importancia del motivo EAR en la funcidn bioldgica de estas C2H2-ZFPs.

En la vid, algunos cultivares (como Carmenere, Malbec o Merlot) exhiben una alta tendencia al desarrollo de frutos
partenocarpicos, afectando negativamente los rasgos de calidad de fruto. Ya que Alva y colaboradores (2015) reportaron
que en estos cultivares de vid, la tasa de DFP se correlaciona directamente con la tasa de polen anormal, es posible plantear
qué la fertilizacion defectuosa del dvulo podria ser causada por un polen con desarrollo anormal generado por desbalances

en la regulacion de este proceso.

Dado que las particularidades de la regulacion del desarrollo del polen a nivel molecular en la vid son actualmente
desconocidas y considerando el rol descrito para algunas C2H2-ZFPs en este proceso; la identificacion de los genes C2H2-
ZFP que regulen la formacidn de polen en la vid se vuelve prioritario de investigar. Sin embargo, hasta ahora, no hay
informacion sobre el papel de las C2H2-ZFP en la vid ni sobre su posible participacion en la integracion de las vias de
requlacion de la formacion de polen. En este contexto, se propone en el capitulo | de este trabajo de tesis la identificacion
y caracterizacion masiva de la familia de genes ZFP para la posterior seleccion de candidatos, Utiles para el cumplimiento

de los objetivos posteriores.

Objetivo especifico a desarrollar:

1. Definir la familia de factores de transcripcion del tipo C2H2-ZFP en V. vinifera (familia VviZFP) y los miembros

putativamente involucrados en la regulacion del desarrollo del polen

Se busca identificar la familia de genes C2H2-ZFP en la vid (VviZFP) en base a la identificacion in silico de secuencias con dominios
caracteristicos de dichas moléculas. Luego se plantea la identificacion de genes candidatos en base al analisis de expresion in

silico y la identidad con secuencias descritas en otras especies modelo.
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1.2 METODOLOGIA

1.2.11dentificacion de Factores de Transcripcion tipo C2H2 zinc-finger en Vitis vinifera

Las secuencias gendmicas, codificante y de aminodcidos fueron obtenidas del ensamble del genoma de la vid version
12X.v2 (con el archivo de anotacion version VCost.v3) [78] alojado por la unidad de investigacion URGI
(https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Vitis). La identificacion de las C2H2-ZFP (VviZFP) se realizd sobre el proteoma

deducido de la vid utilizando el paquete HMMer v3.1b2 [79] y el perfil Pfam dominio ZF-C2H2 HMM (PF00096) [80]. Luego,

todas las secuencias obtenidas fueron validadas mediante analisis de dominios conservados utilizando el software SMART
[81] e InterProScan [82] con parametros predeterminados. Las secuencias de proteinas que carecian del dominio C2H2 ZF

fueron descartadas.

1.2.2 Determinacion de localizacion cromosdmica y estructura génica

Las coordenadas genémicas de los genes que codifican para VviZFPs en la vid se extrajeron desde el archivo General
Feature Format 3 (GFF3). Los genes identificados fueron renombrados desde VviZFP1a VviZFP34, basados en la distribucion
lineal de los genes en los 19 cromosomas. Para mapear y visualizar los genes VViZFP en los cromosomas (a través de un
ideograma) se utilizo el paquete R Rideogram version 0.2.2 [83]. Con el programa Gene Structure Display Server 2.0 [84] se
determind la organizacion intron/exon alineando la region codificante (CDS por Coding Sequence) con su correspondiente

secuencia genomica.

1.2.3 Analisis filogenético e identificacion de motivos conservados en secuencias aminoacidicas

Los alineamientos multiples de secuencias de proteinas se realizaron en el programa Clustal Omega con parametros
predeterminados [85,86]. El analisis filogenético se realizd con el software MEGA X (version 10.2.2)[87] mediante el método
Neighbor-Joining[88]y la fiabilidad del analisis se evalud con el método de remuestreo Bootstrap usando 1000 repeticiones.
La prediccion de la localizacion subcelular de las proteinas codificadas se realizo en el software CELLO v2.5 [89] y la
prediccion de secuencias de localizacion nuclear (NLS) especificas para la ruta dependiente de a3-importina se obtuvo en
cNLS mapper [90] filtrando aquellos con puntuacion > 7. La deteccion de motivos conservados entre los dominios ZF se
realizd con la herramienta Multiple Expectation Maximization for Motif Elicitation (MEME) [91] y la caracterizacion y
clasificacion de VviZFP con motivos EAR (llamado represoma VViZFP) se realizo de acuerdo a [72]. EI peso molecular y el
punto isoeléctrico tedrico fueron calculados con la herramienta ProtParam [92]. Finalmente, los VviZFP se posicionaron en

los sets A, B o C de acuerdo con la clasificacion reportada en [58].
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1.2.4 Analisis de duplicacion génica

Las duplicaciones de genes (o busqueda de genes paralogos) fueron predichas en tBLASTn con los parametros
predeterminados. Cada uno de los 98 genes VviZFP fueron alineados contra las secuencias cromosomicas de V. vinifera y
los resultados se analizaron con el software Multiple-alignment Viewer (Mview)[93]. Mview identifica las alineaciones locales
con mas de un segmento con alta puntuacion de apareamiento (High-scoring segment pair, HSP) utilizando criterios de
filtrado. Los criterios utilizados fueron: porcentaje de identidad superior al 30% y porcentaje de cobertura total superior
al 70% [94,95]. Ademas, se considerd un e-value inferior a 0,00001(en lugar de inferior a 1) de acuerdo con [94] (Figura 3.
A). Las secuencias paralogas identificadas en el andlisis fueron representadas a través de un Circos-plot con el software
Circos [96]. Ademas, se buscaron eventos de duplicacion en tandem de genes VviZFP entre los cromosomas de la vid seglin
[97], donde una region cromosémica dentro de 200 kb que contiene dos o mas genes se consideré como evento de

duplicacion en tandem.

A) B)
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Seq. nucleotides
of paralogs

translate to amino acids

Expasy/Translate

Seq. Amino acids
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Figura 3. Diagrama del flujo de trabajo (pipeline) utilizado. (A) Pipeline para la obtencion del diagrama Circos. Ademas, se generaron los
archivos con las secuencias de nuclectidos y aminoacidos de los paralogos para el calculo de dN/dS. (B) Pipeline para el calculo de

dN/dS entre pares de secuencias conformados por cada VviZFPy sus respectivos paralogos.

1.2.5 Calculo de la relacion dN/dS

El calculo de la relacion dN/dS se realizo para cada par de genes paralogos, donde el primero corresponde al gen
VviZFPy el sequndo a la duplicacion encontrada para dicho gen. El calculo fue realizado por el médulo codeml del software
PAML [98](Figura Suplementaria 1). Conceptualmente, el calculo de la relacion dN/dS consiste en la razon entre el nimero
de sustituciones no sindnimas y el nimero de sustituciones sindnimas entre un par de secuencias de ARN mensajero que

pueden traducirse eventualmente en la misma secuencia de proteinas. La obtencién y manejo de secuencias paralogas
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desde el genoma se realizd mediante un script Perl con el mddulo Bioperl Bio::DB::Fasta. Las secuencias de proteinas finales
se verificaron manualmente usando la herramienta de traduccion de ADN de Expasy (https://web.expasy.org/translate/)

antes de su entrada a PAL2NAL.

Para el célculo de dN/dS en la plataforma PAL2NAL [99] se utilizaron dos archivos, el primero conteniendo las
secuencias de nucledtidos (ADN o ARN) del gen y su putativo paralogo, y el sequndo archivo conteniendo la secuencia de
aminoacidos traducida por ambos (gen-paralogo). Finalmente, ambos archivos fueron cargaron en PAL2NAL y se calculé la

relacion dN/dS de cada par de secuencias (Figura 3. B).

1.2.6 Analisis de enriquecimiento de términos de Gene Ontology (G0)

La agrupacion funcional de los genes VviZFP basada en términos de Ontologia Génica (GO) se ejecutd con la
herramienta AgriGO v2 [100] realizando un andlisis de enriquecimiento singular (Singular-Enrichment analysis, SEA)
utilizando como referencia la base de datos grape transcript ID (Grape Genome database). Se describen los términos mas
enriquecidos dentro de los primeros 3 niveles de clasificacion GO: Proceso Bioldgico (PB), Funcion molecular (FM) y

Componente Celular (CC). Se indica el nivel de enriquecimiento del término GO y el nimero relativo de genes por categorias.

1.2.7 Perfiles de expresion génica in silico y agrupacion por k-medias de genes VviZFP

Los datos de expresion de genes VviZFP se obtuvieron desde la base de datos de microarreglos del Grape eFP Browser
(http://bar.utoronto.ca/efp_grape/cgi-bin/efpWeb.cgi), con 54 muestras que incluyen tejidos y organos verdes y lefiosos
en diferentes etapas de desarrollo de V. vinifera cv. ‘Corvina' [101]. Los datos de expresion obtenidos se normalizaron en
funcién de la media entre los valores de expresion de cada gen en todas las muestras analizadas mediante la
transformacion por Z-score [102]. La similitud en la expresion entre genes VviZFP se calculd mediante analisis de
correlacion de Pearson y el agrupamiento se realizo con un ensayo de agrupamiento jerarquico del tipo average-linkage. El
valor de k (comprendido como el niimero de grupos o clusters) se determind mediante un calculo de la Figura de Mérito
(Figure of Merit, FOM). La transformacion de datos, agrupacion y figuras se generaron en el software MultiExperiment Viewer
[103].
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1.5 RESULTADOS

Para la identificacion de la familia de C2H2-ZFP en la vid (Familia VViZFP), se realizé una busqueda con un modelo
oculto de Markov o (Hidden Markov Model, HMM) [79] utilizando el paquete de software HMMER v3.1b2. Se encontraron 101
C2H2-ZFPs en el proteoma deducido y el analisis SMART confirmd la presencia del dominio C2H2-ZF en 98 de estas (Tabla

1). Todos los miembros de la familia fueron renombrados desde VviZFP1a VviZFP38 (Ver Materiales y Métodos, seccion 1.2.2).

Tabla 1. La familia de genes VviZFP e informacion relacionada a la secuencia gendmica y el producto proteico. Cr, cromosoma; In,
coordenada inicial; Fn, coordenada final; Ca, cadena del ADN; No. AA, tamano de la proteina en aminoécidos; PM, Peso Molecular; PIT,

punto isoeléctrico tedrico; SET, clasificacion de la proteina en set A, B o C de acuerdo a [58]; LS, Localizacion Subcelular.

ID ZFP [104] URGI_ID Cr In Fn Ca No.AA PM PIT  SET LS
VViZFP1 Vitvi01g00063.t01 chrl 615426 618157 + 522 575417 8,82 C Nuclear
VViZFP2 Vitvi01g00098.t01 chrl 1071683 1078380 - 375 40096,95 72 A Nuclear
VViZFP3 Vitvi01g00247.t01 chrl 2770614 2771915 - 275 30461,02 8n A Nuclear
VViZFP4 Vitvi0lg00529.t01 chrl 6006079 6010245 + 246 267769 543 C Nuclear
VViZFP5 VitviOlg00552.t01 chrl 6214435 6217248 + 425 47126,1 8,69 A Nuclear
VViZFP6 Vitvi0lg02054.t01 chrl 8144936 8145353 - 138 15564,02 4,2 A Nuclear
WiZFP7 VitviOlg00845.t01 chrl 10117666 1018410 - 247 27640,8 7,63 C Nuclear
ViZFP8 Vitvi0lg01492.t01 chrl 2021884 20216358 + 587 63397,38 9,42 A Nuclear
VViZFP9 Vitvi01g01493.t01 chrl 20240277 20243679 - 603 65205,18 9,04 A Nuclear
VviZFP10 Vitvi02900488.t01 chr2 4599267 4604503 + 231 26915,07 10,3 C Mitocondrial
WiZFPTI Vitvi02900560.t01 chr2 5391526 539271 - 335 3704214 587 C Nuclear
WiZFP12 Vitvi02900686.t01 chr2 7353832 7354585 + 250 27324,01 4,96 C Nuclear
WiZFP13 Vitvi03g00230.t01 chrd 2660930 2662153 + 322 35038,46 757 C Nuclear
WViZFP14 Vitvi03g00630.t01 chr3 725339 7126334 - 235 25656,66 8,53 C Nuclear
VViZFP15 Vitvi03g00904.t01 chr3 12298105 12299937 - n7 1202021 9,3 C Nuclear
VViZFP16 Vitvi03g01277.t01 chr3 20161356 20161582 + T4 8945,61 9,57 C Nuclear
WiZFP17 Vitvi03g01280.t01 chr3 20180702 20183375 + 134 15409,05 9,53 A Nuclear
VviZFP18 Vitvi03g01287.t01 chr3 20260312 20271158 + 367 39307,78 715 A Nuclear
WViZFP19 Vitvi04g00096.t01 chré 953847 956954 + 526 56983,88 8,95 A Nuclear

WiZFP20 Vitvi04g00219.t01 chré 2093590 2097352 + 4 46574,32 5,67 C Nuclear
WiZFP21 Vitvi04g00527.t01 chré 5629987 5631119 + 286 31644,12 5,96 C Nuclear
WiZFP22 Vitvi04g01252.t01 chré 18300470 18303536 - 596 53124,88 877 A Nuclear
WiZFP23 Vitvi04g02200.t01 chré 21479409 21480660 + 330 3472761 5,65 C Nuclear
WViZFP24 Vitvi05g00082.t01 chrb 782615 783734 + 236 25450,32 8,87 C Nuclear

32



Tabla 1. Continuacion (2)

ID ZFP [104] URGI_ID Cr In Fn Ca  No.AA PM PIT  SET LS
WiZFP25 Vitvi05g01913.t01 chrb 7082196 7083404 + 228 2547051 8,72 C Nuclear
VViZFP26 Vitvi05g01914.t01 chrb 7094681 7095305 + 207 23008,67 6,21 C Nuclear
WiZFP27 Vitvi05g01915.t01 chrb 7102339 7103470 + 178 2035912 6,97 C Nuclear
VviZFP28 Vitvi06g00195.t01 chr6 2295975 2298207 - 334 37720,09 6.9 A Nuclear
VViZFP29 Vitvi06g00304.t01 chr6 3815582 3818471 - 527 58042,27 9,3 A Nuclear
VViZFP30 Vitvi06g01682.t01 chr6 5152340 5153166 + 159 1781168 915 C Nuclear
VViZFP31 Vitvi06g01710.t01 chr6 6156544 6157123 - 192 20968,39 6.9 C Nuclear
WViZFP32 Vitvi06g00521.t01 chr6 6160245 6161494 - 272 30657,63 919 C Nuclear
VViZFP33 Vitvi06g00607.t01 chr6 7023947 7025451 + 386 42932,03 8,77 C Nuclear
VViZFP34 Vitvi06g01861.t01 chr6 15984585 15985551 + 3N 3633043 578 C Nuclear
VViZFP35 Vitvi06g01862.t01 chr6 16106654 16107980 + 4h) 48569,67 9,58 C Nuclear
VViZFP36 Vitvi06g01864.t01 chr6 16114126 16115392 + 42 4555716 9,08 C Nuclear
WViZFP37 Vitvi06g01865.t01 chr6 16127358 1612871 + 450 49058,13 9,49 C Nuclear
VviZFP38 Vitvi0B6g01866.t01 chrb 16130243 16151632 + 462 5016448 9,31 C Nuclear
VViZFP39 Vitvi06g01867.t01 chrb 16138323 16139773 + 426 45964,15 8,68 C Nuclear
WiZFP40 Vitvi0B6g01350.t01 chrb 19424631 19425863 + 296 31762,16 6.27 C Nuclear
WViZFP4] Vitvi0Bg01353.t01 chrb 19449611 19451078 + 390 43042,83 8,63 A Nuclear
WiZFP42 Vitvi06g01399.t01 chrb 20179149 20184868 - 300 3249459 473 C Nuclear
VViZFP43 Vitvi06g01471.t01 chrb 21201969 21205149 - 347 39207,37 8,97 A Nuclear
VViZFP44 Vitvi07900077.t01 chr7 898938 902809 - 468 51197,43 9,06 C Nuclear
VViZFP45 Vitvi07g00171.t01 chr7 2042674 2051220 - 376 4327038 7,56 A Nuclear
VViZFP46 Vitvi07900271.t01 chr7 3001328 3004290 - 598 65194,66 8,83 A Nuclear
VViZFP47 Vitvi07902261.t01 chr7 6169960 6170679 + 179 20072.36 917 C Nuclear
VViZFP48 Vitvi07902262.t01 chr7 6175930 6176615 + 175 19739,71 4,719 C Nuclear
VViZFP49 Vitvi07901366.t01 chr7 19122151 19123693 - 393 43396,17 59 C Nuclear
VViZFP50 Vitvi07901602.t01 chr7 21814185 21815250 + 233 25007,84 122 C Nuclear
VViZFP51 Vitvi07g01724.t01 chr7 22918976 22919867 + 296 31837,31 6,87 C Nuclear
VViZFP52 Vitvi08g00893.t01 chr8 11202773 11205691 - 370 4296113 8.9 B Nuclear
VViZFP53 Vitvi08g02113.t01 chr8 1710331 nm297 - N 3496755 8,99 C Nuclear
VViZFP54 Vitvi08g01050.t01 chr8 13208945 13211623 - 492 53203,99 9,23 A Nuclear
VViZFP55 Vitvi08g02203.t01 chr8 15040330 15040891 - 186 20527,68 582 C Nuclear
VViZFP56 Vitvi08g01518.t01 chr8 17962860 17967084 + 320 35100,3 4,95 C Nuclear
VViZFP57 Vitvi08g01600.t01 chr8 18752390 18753712 - 276 30176,53 6,37 C Nuclear
VViZFP58 Vitvi08g01869.t01 chr8 21424109 21426800 - 345 3876734 6,95 C Nuclear
VviZFP59 Vitvi08g01895.t01 chr8 21708520 21711265 - 293 32457,18 8,56 C Nuclear
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Tabla 1. Continuacion (3)

ID ZFP [104] URGI_ID Cr In Fn Ca  No.AA PM PIT  SET LS
VViZFPB0 Vitvi08g01953.t01 chr8 22314267 223840M - 595 6785767 539 C Nuclear
VViZFP61 Vitvi09g00191.t01 chr9 2108410 2110849 - 532 57218,91 922 A Nuclear
VviZFP62 Vitvi09g00827.t01 chr9 10638543 10639768 - 267 2940559 113 C Nuclear
VViZFP63 Vitvi09g01479.t01 chr9 22904523 22906281 + 462 5054052 8,66 A Nuclear
VViZFPB4 Vitvi10g00290.t01 chr10 2942983 2945719 - 418 44646,02 9,43 C Nuclear
VViZFPB5 VitviTlg01259.t01 chrl 19168180 19169708 - 154 17251,04 791 C Nuclear
VViZFPB6 Vitvi12g00252.t01 chri2 3777953 3780464 + 45k 501254 922 A Nuclear
VViZFP67 Vitvi12g02001.t01 chri2 21652236 21674296 - 3n 42466,31 6,07 A Nuclear
VViZFP68 Vitvi3g00262.t01 chr13 2601842 2602358 + m 18579,3 8,94 C Nuclear
VViZFP69 Vitvil3g00340.t01 chr13 3534102 3534951 + 282 3081744 6,86 C Nuclear
WiZFP70 Vitvil3g00630.t01 chr13 6062014 6068516 + 1094 121222,3 572 A Nuclear
WiZFPTI Vitvil3g00694.t01 chr13 7103692 7105517 + 302 331859 6 C Nuclear
WiZFPT2 Vitvi13g01403.t01 chri3 21882559 21883438 + 292 31989,69 776 C Nuclear
WViZFPT73 Vitvi13g01748.t01 chr13 27636321 27639709 + 343 3853249 755 C Nuclear
WViZFP74 Vitvit4g00197.t01 chrl4 2059340 2063214 - 531 58001,95 9,07 A Nuclear
WiZFP75 Vitvithg02957.t01 chri4 25180495 25180891 - 131 14349,07 8,69 C Nuclear
VViZFP76 Vitvithg01533.t01 chri4 25599287 25604377 + 253 28773,49 898 A Nuclear
WiZFPT] Vitvilag01770.t01 chrid 27753527 27758395 + 351 4007289 85 A Nuclear
WViZFP78 Vitvil4g01822.t01 chri4 28162608 28163648 - 240 2702755 8,89 C Nuclear
WViZFP79 Vitvilag02033.t01 chrl4 301M6791 30M9257 - 570 63751,87 6,52 A Nuclear
VViZFP80 Vitvilog00644.t01 chr1b 13742186 13744151 + 466 50932,92 6,76 C Nuclear
VViZFP8I Vitvilog01472.t01 chris 13755692 13757195 + 359 401776 536 C Nuclear
ViZFP82 Vitvil6g00499.t01 chr1g 9138585 9139293 + 235 2634158 8,77 C Nuclear
VViZFP83 Vitvil6g01067.t01 chr1g 19160899 19168317 + 703 77595,7 8,76 C Nuclear
VViZFP84 Vitvi16g01913.t01 chr1g 19531230 19532948 - 274 30979,27 9,54 A Nuclear
VViZFP85 Vitvi17g00157.t01 chr17 1568333 157091 + 45 5113748 8,94 A Nuclear
VViZFP86 Vitvi7g00670.t01 chr17 7606404 7609435 + 562 62202,34 8,63 C Nuclear
ViZFP87 Vitvil7901488.t01 chr17 7633415 7639255 + 424 45790,35 9,44 C Nuclear
VviZFP88 Vitvi17g01001.t01 chr17 12110501 12124859 + 1329 148429,94 8,64 A Nuclear
VViZFP89 Vitvi17g01024.t01 chrl7 12498532 12507339 + 276 31460,15 8,89 C Nuclear
VViZFP90 Vitvi18g00316.t01 chr1g 3422175 3424287 - 489 53704,79 95 C Nuclear
VViZFP1 Vitvi18g00417.t01 chr1g 4531168 4632101 + 273 305299 8,99 A Extracelular
WViZFP92 Vitvil8g00675.t01 chr1g 7732626 7733603 + 233 2529137 8,91 C Nuclear
VViZFP93 Vitvi18g00755.t01 chr1g 8481199 8483315 + Lty 50720,36 6,55 C Nuclear
VViZFP94 Vitvi18g00935.t01 chri8 10395328 10398495 - 503 527065 918 A Nuclear
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Tabla 1. Continuacion (4)

ID ZFP [104] URGI_ID Cr In Fn Ca  No.AA PM PIT  SET LS
VViZFP95 Vitvi18g01109.t01 chr18 12179699 12181575 + 399 43436,21 9.21 C Nuclear
VviZFP96 Vitvi18g01662.t01 chr18 23151968 23155987 - 527 580219 6,03 A Nuclear
VViZFP97 Vitvi19g00397.t01 chr19 5329127 5331078 - 429 46411,09 9,31 C Nuclear
VviZFP98 Vitvi19g00912.t01 chrl9 10502955 10505661 + 595 64557,73 6,66 C Nuclear

1.3.1 Caracterizacion general y clasificacion de la familia VviZFP

En términos generales, los miembros de la familia VviZFP presentaron una alta heterogeneidad en la mayoria de los
parametros evaluados. La longitud de las proteinas es diversa, siendo VviZFP16 (74 aminoacidos) la mas pequenay VviZFP88
(1329 aminoacidos) la secuencia de mayor longitud. El andlisis de las propiedades fisicoguimicas indicé un rango de
variacion en el peso molecular (8.9-148.4 kDa) y el punto isoeléctrico (4.2-10.3) (Tabla 1). La prediccion de la localizacion
subcelular senala que 96 VviZFPs podrian localizarse en el nicleo, lo que es consistente con lo reportado para este grupo
de proteinas. El mismo analisis determind que VviZFP10 podria ubicarse en las mitocondrias mientras que VviZFP91 podria

localizarse en el espacio extracelular.

Para clasificar esta familia, las VviZFPs con dominios C2H2-ZF en tandem en un arreglo o en mas de un arreglo fueron
asignados al set A y B respectivamente. Las VviZFPs con solo un dominio C2H2-ZF o con dominios dispuestos de manera
dispersa se asignaron al set C (Figura 4a). El 33% de los VviZFPs corresponden al set A con 32 proteinas que poseen
dominios C2H2-ZF en arreglos, el 1% corresponde al set B con una proteina con mas de un arreglo de dominios C2H2-ZF y
el 66% corresponde al set C con 65 proteinas que poseen solo un dominio C2H2-ZF o mas de uno dispersos. La familia
VViZFP posee de 1a 9 dominios C2H2-ZF por proteina. El logo de secuencia (Figura 4b) muestra el grado de conservacion
entre los motivos C2H2-ZF por set en la familia VviZFP. En el set A, la posicion de las dos cisteinas y una histidina se
conservan en gran medida, pero varia la posicion del sequndo residuo de histidina. En arabidopsis, la distancia entre las
dos histidinas en la familia A1ZFP varid de 3, 4, 6 0 7 residuos [1]. En las proteinas del set C, la secuencia QALGGH (especifica

de dominios ZF en plantas) en la posicién de 2-7 de la hélice se mantiene altamente conservada.
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Figura 4. Representacion grafica del criterio usado para clasificar los VviZFPs y del nivel de conservacion de secuencias entre sus
dominios C2H2-ZF. En (A) Los arreglos de dominios C2H2-ZF estan compuestos por dominios dispuestos en tandem unidos por 0 a 10
residuos de aminoacidos, siendo 5 residuos lo mas frecuente [60]. Las VviZFPs en el set A poseen un arreglo de dominios C2H2-ZF y las
VViZFPs en el set B poseen mas de un arreglo con dominios C2H2-ZF en tandem. Las VviZFPs de ambos grupos pueden presentar otros
dominios C2H2-ZF dispersos ademas de los que componen los arreglos. Las VviZFPs en el set C poseen uno o0 mas dominios C2H2-ZF
dispersos (La posicidn de los dominios en la figura es ilustrativa, para conocer la estructura génica y proteica ver Figura 6 y Figura 7).
* Los arreglos de C2H2-ZF en la vid estan compuestos por entre dos a cuatro dominios. Creado con BioRender.com. En (B) el logo de
secuencias paralos dominios C2H2-ZF por set. El eje X representa la posicion de la secuencia en el dominio C2H2-ZF y el eje Y representa
el contenido de informacion medido en bits. El logo de secuencias fue derivado a partir de la secuencia peptidica del dominio en el
software MEME suite [91]

VViZFP53 es la Gnica proteina clasificada en el set B y posee 9 dominios C2H2-ZF organizados en tres arreglos a través
de la secuencia (Figura 5). La secuencia aminoacidica de VviZFP52 comparte un 58.6% de identidad de secuencia con el
factor de transcripcion 1A (TFIIIA, AT1672050.2) y un 66.3% con la secuencia Solyc10g077110.1.1 de Solanum lycopersicum
L. lo que sugiere que en la vid también existe un ortélogo del gen que codifica para TFIIIA (Figura 5. A). En arabidopsis, esta
proteina posee 9 dominios C2H2-ZF y requla positivamente la transcripcion de genes de ARN ribosomal 5S, siendo ademas
conservada entre taxas [105]. La busqueda por BLAST en otras especies de plantas revelé homalogos a TFIIIA en otros
genomas vegetales. El analisis de secuencias de genes indico que VviZFP52 contiene nueve dominios ZF de C2H2, similares
a Arabidopsis TFIIIA, y otros homologos de TFIIIA de plantas (Figura 5 B). El andlisis filogenético y de similitud de secuencia
mostroé que todos los TFIIIA de plantas compartian una identidad de secuencia alta (Figura 5. C), lo que sugiere una funcion

conservada en la regulacion de la transcripcion de genes de ARN 58.
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Figura 5. VviZFP52 como el putativo ortélogo de TFIIIA en la vid. (A) Arbol filogenético construido por el método de union de vecinos
(Neighbor joining, NJ) utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos de longitud completa. (B) Representacion esquematica

de dominios ZF conservados dentro de secuencias de aminoacidos, los recuadros verdes representan dominios

1.3.2 Las relaciones filogenéticas indican una alta heterogeneidad entre los miembros de la familia VviZFP

Con el fin de inferir respecto de las posibles relaciones evolutivas entre los genes que codifican para las VviZFPs, se
construy6 un arbol filogenético no enraizado a partir de alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las VviZFPs
del set Ay del set C (Figuras 6. Ay 7. A). El arbol filogenético de las VviZFPs del set A ordend a los miembros en cuatro grupos
principales (I-IV) que contienen 15, 5, 2 y 10 proteinas; Mientras que el arbol filogenético de VviZFPs del set C clasifico a los

miembros en cinco grupos (I-V) con 22, 7, 4, 22 y 10 proteinas, respectivamente.

El analisis de la estructura genética determind una alta variabilidad en la distribucion de intrones y exones en los
genes VviZFP. La estructura génica de los VviZFPs que integran el set A presentan una alta heterogeneidad, yendo desde
genes sin intrones hasta genes con seis intrones (Figura 6. B). Esta variabilidad se observa entre los grupos generados del
analisis filogenético. Los genes del grupo | presentan un tamano similar y principalmente dos intrones, aunque también se
observan genes con cero, tres y cuatro intrones dentro de este grupo. Con la excepcion del grupo Ill, el resto de grupos
muestran variaciones en el nimero y longitud de intrones. En el set C, la mayoria de los genes (74%) no posee intrones
(Figura7.B), ylos genes de los grupos | y IV tienen genes exclusivamente con esta estructura genética (excepto por VviZFP44
en el grupo IV). Por el contrario, los genes con ocho intrones son mas frecuentes en el grupo Il'y no fue posible determinar
similitudes en la estructura génica dentro del grupo V, debido a la alta heterogeneidad observada en el nimero de intrones
y la longitud de los genes. VviZFP52, la Gnica proteina del conjunto B, se alined con las proteinas del conjunto A (Figura 6)
para inferir sobre las relaciones filogenéticas entre ambos conjuntos, basandose en el hecho de que VviZFP52 no posee el
motivo QALGGH en sus dominios C2H2-ZF, como la mayoria de las proteinas en el set A (excepto para VViZFP79 y VviZFP5).

El gen VviZFP52 no posee intrones y el andlisis filogenético determind una relacion entre este gen y el grupo | en el set A.
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De los 98 genes VviZFP, 54 no poseen intrones (55%) mientras que 14 (~ 15%) poseen Tintrén, 14 poseen 2 intrones, 5(5%)
poseen 3 intrones y el resto (25%) posen 5 0 més intrones (Figuras 6y 7). Las longitudes de los genes revelaron variaciones

entre ellos. El gen WiZFP més corto fue de 226 pb (VviZFP16), mientras que el mas largo fue VviZFP70(23,692 pb).

1.3.3 Los dominios conservados en las VviZFP son consistentes con su papel en la regulacion de la expresion génica

La caracterizacion detallada de los dominios proteicos conservados entre las VviZFP se realiz6 sobre la base de los
arboles filogenéticos generados. Dentro del set A (Figura 6. C), las proteinas del grupo | conservan un tamao de proteina
similar y la posicion del arreglo de dominios C2H2-ZF permanece cerca de la region N-terminal. En los otros grupos (Il a IV),
la longitud de las proteinas, la posicion de los arreglos de dominios C2H2-ZF y la presencia de otros dominios proteicos
varian considerablemente. Por su parte, los miembros del set C (Figura 7. C) varian en la longitud de proteina, el nimero y
posicion de los dominios C2H2-ZF. Los grupos Il y IV se caracterizan por poseer proteinas con un solo dominio C2H2-ZF

(excepto VviZFP87, WiZFP44 y WiZFP23)y un nimero variado de motivos EAR en diferentes posiciones.

El analisis de secuencias revela que las VviZFPs comparten algunos motivos proteicos con proteinas cuyo rol en el
desarrollo reproductivo ha sido previamente reportados (Figura 6C y Figura 7C). En el grupo de proteinas del set A, VviZFP70
y WViZFP88 poseen los dominios Jumanji (JmjC y JmjN) ademas de un arreglo de cuatro dominios C2H2-ZF (sin motivo
QALGGH). En arabidopsis, algunas proteinas demetilasas de histonas que contienen el dominio Jumonji median la
desrepresion temporal y espacial de genes necesarios para una amplia gama de procesos en plantas como la sefalizacion
hormonal, el control del reloj circadiano y el proceso de floracion [106-108]. Dos de estas proteinas, ELF6 y REF6, estan
implicadas en la requlacion del tiempo de floracion mediante modificaciones de histonas [106,108,109] y corresponden a
proteinas nucleares con los mismos dominios (C2H2-ZF y Jumanji) como VviZFP70 y VviZFP88. El andlisis filogenético
(Figura 8) indica una cercania de VviZFP70 con las proteinas ELF6 de plantas lefiosas y, en menor grado, con ELF6 y REF6
de arabidopsis. VviZFP88 forma otro clado con la proteina REF6 putativa de Vitis riparia Michx. y esta mas distanciado
filogenéticamente de las proteinas de arabidopsis. Este analisis sugiere a VviZFP70 como un posible remodelador de
cromatina requlando el tiempo de floracion en la vid, o incluso regulando otros procesos en esta especie. Ademas, los genes
VviZFP45 y WviZFP77 codifican para proteinas con el dominio EXOIll y tres o dos dominios C2H2-ZF en tandem,
respectivamente. Ambas proteinas podrian pertenecer a la familia EXOIIl, una de las dos familias de endonucleasas

apurinica/apirimidinica (AP) implicadas en el mecanismo de reparacion del ADN [110].
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Figura 6 (Pagina anterior). Vista analitica del set A de la familia VviZFP. (A) Arbol filogenético sin raiz construido por el método NJ
utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos de longitud completa. No se muestran los valores de bootstrap inferiores a 50.
(B) Diagramas esquematicos de las estructuras intrén/exdn de los genes VviZFP en el genoma de la vid. Los recuadros azules indican
los exones, las lineas indican los intrones y las regiones no traducidas (untranslated region, UTR) se muestran mediante recuadros
amarillos. (C) Representacion esquematica de los motivos conservados en las ViZFP. Los recuadros verdes representan dominios C2H2-
ZF y los recuadros de colores indican otros dominios conservados identificados. Los modelos genéticos y la longitud de los motivos y
proteinas se pueden estimar utilizando la escala de la parte inferior. Los diferentes grupos estan resaltados con colores. En el recuadro
verde VviZFP52 es el tnico gen del set B. Motivo EAR, motivo de represion anfifilica asociada a elementos de respuesta a Etileno (EAR-

motif); EXOIII, Exonucleasa RNAsa T/ ADN polimerasa IIl (IPR013520); JmjC, Jumonji C (IPR0O03347); JmjN, Jumonji N (IPR0O03349)
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Figura 7. Vista analitica del set C de la familia VWWiZFP. (A) Arbol filogenético sin raiz construido por el método NJ utilizando alineamientos

de secuencias de aminoacidos de longitud completa. No se muestran los valores de bootstrap inferiores a 50. (B) Diagrama esquematico

de las estructuras intrén/exon de los genes VviZFP en el genoma de la vid. Los recuadros azules indican los exones, las lineas indican

los intrones y las UTR se muestran mediante recuadros amarillos. (C) Representacion esquematica de los motivos conservados en las

VWiZFP. Los recuadros verdes representan dominios C2H2-ZF y los recuadros de colores indican otros dominios conservados

identificados. Los modelos genéticos y la longitud de los mativos y proteinas se pueden estimar utilizando la escala de la parte inferior.

Los diferentes grupos estan resaltados con colores. Motivo EAR, mativo de represion anfifilica asociada a elementos de respuesta a

Etileno (EAR-motif).



Posteriormente, se identificaron dominios y motivos proteicos previamente reportados en C2H2-ZFP relacionadas con
el desarrollo del polen, buscando posibles candidatos especificos de la vid. De acuerdo aliteratura reportada hasta la fecha,
las C2H2-ZFPs relacionadas al desarrollo del polen pueden poseer una NLS, motivos EAR y un ndmero variable de dominios
C2H2-ZF [72,77m,12]. Los resultados del analisis en cNLS Mapper indicaron que la importacion nuclear de 40 VviZFPs (17
enelsetA TenelsetBy22enelsetC)podria estar mediada por su NLS. Ademas, se identifico un motivo EAR en 49 VviZFPs
(50% de total) (Figura 9). La mayoria de estas proteinas corresponden al set C (39 proteinas) y una cantidad menor (10
proteinas) se agrupan en el set A (Figura 9. A). Predominantemente, la familia VviZFP posee un motivo EAR en la region C-
terminal de la proteina (Figura 9. C, D). Aproximadamente el 82% de estas proteinas contienen un motivo EAR de tipo LxLxL,
el 15% contiene un motivo EAR de tipo DLNxxP y el 3% restante posee un motivo en el que los motivos EAR de tipo LxLxL y

DLNxxP se superponen (Figura 9. E).

VVviZFP70

Vitis riparia-ELFé6
Theobroma cacao-ELF6
Populus trichocarpa-ELF6
Prunus persica-ELF6
Nicotiana tabacum-ELF6
Solanum lycopersicum-ELF6
Arabidopsis thaliana-ELFé6
Arabidopsis thaliana-REF6
VviZFP88

Vitis riparia-REFe6-1ike
Populus trichocarpa-REF6
Prunus persica-REF6
Theobroma cacao-REF6

Figura 8. Arbol filogenético de las proteinas ELF6 y REF6 de plantas, incluyendo los supuestos ortdlogos de la vid. Arbol filogenético sin
raiz construido por el método NJ utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos de longitud completa. No se muestran los

valores de bootstrap inferiores a 50.

1.3.4 Evolucion de la familia de genes VviZFP

Los genes WviZFP se distribuyen a lo largo de los diecinueve cromosomas de la vid (Figura 10, Tabla 1). El cromosoma
6 presentd una mayor frecuencia de estos con 16 genes VviZFP (0.7 genes por Mb), mientras que los cromosomas 10 y 11
contienen solo un gen VviZFP (0.04 y 0.05 genes por Mb, respectivamente). La distribucion promedio de los genes VviZFP

por Mb en el genoma de la vid fue de 0.2.
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La amplia distribucion que presenta esta familia de genes podria explicarse en parte por la duplicacion génica
generada por eventos de duplicacion segmental (intracromosémica e intercromosémica) durante la evolucion molecular.
En esta linea, se identificd que 24 genes VviZFP se encuentran conformando nueve grupos derivados de eventos de
duplicacion intracromosémica (Figura 11). Estos eventos se distribuyen en el cromosoma 1(un grupo), 3 (un grupo), 5 (un
grupo), 6 (tres grupos), 7 (un grupo), 15 (un grupo) y 17 (un grupo). El grupo ubicado en el cromosoma 1esta compuesto por

VviZFP8'y VviZFP9y presentan un alto porcentaje de identidad entre ellos (67,6%).
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Figura 9. Descripcion general del represoma-EAR de la familia VviZFP. (A) Proporcidn y clasificacion de secuencias que contienen
motivos EAR dentro de la familia VviZFP. (B) Niimero total de VViZFP que contienen motivos EAR, e incidencia motivos EAR dentro de
esta familia de proteinas. (C) Distribucion de sitios con motivo EAR en las VWiZFPs. (D): Frecuencia de los sitios con motivo EAR en la
region N-terminal, C-terminal o regién media de las VviZFP (C, C-terminal; M, medio; N, N-terminal). (E): Incidencia de tipos de motivos
EAR en las WViZFP.
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Estos genes estan agrupados en el arbol filogenético (en el grupo IV de set C), lo que sugiere un ancestro comiin mas
reciente entre estos dos VviZFP. Asimismo, en el grupo identificado en el cromosoma b, se observa una alta similitud entre
VviZFP25'y WiZFP26 (749%)y a su vez una baja similitud entre estos y VviZFP27 (Figura 11). El alineamiento global de estas
secuencias indico que el dominio C2H2-ZF y el motivo EAR se conservan entre estos miembros. Los tres genes integran el
grupo IV del arbol filogenético (Figura 7), compartiendo la estructura génica y la disposicion de los motivos proteicos. Esto
sugiere que VWZFP25, VWiZFP26'y VviZFP27 provienen de eventos de duplicacién probablemente en diferentes momentos de

la historia evolutiva de la especie, siendo mas reciente la generacidn de VvZFP25y VviZFP26 a partir de un ancestro comun.

Por otro lado, la alta frecuencia de genes VviZFP en el cromosoma 6 representa una fuente para la innovacion genética
en el genoma de la vid. El primer grupo del cromosoma 6 estd compuesto por VviZFP31y VviZFP32. Ambas proteinas
comparten un bajo porcentaje de identidad (33,1%) y la alineacion global indica que solo el dominio C2H2-ZF y el motivo
EAR se conservan entre ambas proteinas. El analisis filogenético sugiere un ancestro comin cercano ya que ambos genes
se agrupan en el grupo |V del set C. EI grupo mas grande identificado se encuentra también en el cromosoma 6 y esta
compuesto por los genes VviZFP34, VviZFP35, VviZFP36, VviZFP37, VviZFP38 y VviZFP39. Estos genes, con la excepcion de
VviZFP34, estan agrupados de cerca en un clado dentro del grupo | del set C (Figura 7. A). En el clado, como en todo el grupo,
se conserva la estructura sin intrones (Figura 7. B). La similitud de secuencia sugiere que este grupo pudo ser formado por
eventos de duplicacion intracromosdmica. El resto de los grupos muestran una baja identidad de secuencia entre pares,
pero en los andlisis filogenéticos se observan agrupados (a excepcion del grupo formado por los genes VviZFP40'y VviZFP41),
lo que sugiere que provienen de un ancestro comun y que divergieron en el pasado. Los eventos de duplicacion
intercromosomica son otro componente que podria explicar en parte la distribucion y diversidad de la familia VviZFP. El
analisis de duplicacion de genes identifico 41 paralogos ademas de los 98 ya mencionados. En resumen, 57 genes VviZFP
no presentaron paralogos en el genoma de la vid; 20 presentaron un paralogo; 16 se pueden encontrar en duplicado; 3 se
pueden encontrar en triplicado; VviZFP30 y VviZFP94 presentaron cuatro y cinco paralogos respectivamente en diferentes

cromosomas (Figura 12). Estas relaciones se pueden visualizar en el diagrama de Circos (Circos-plot) (Figura 13).
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Figura10. Ideograma de la distribucion gendmica y duplicaciones en tdndem de genes VviZFP en los 19 cromosomas de la vid. El nimero

de cromosomas se indica en la base de cada cromosoma. Cada ndmero indica el nombre del VviZFP y el simbolo muestra la posicion en

los cromosomas. Los simbolos azul, verde y amarillo corresponden a los genes VviZFP del set A, By C, respectivamente. Los genes

repetidos en tdndem se indican en un cuadro negro.
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Figura T1. Eventos de duplicacién en tdndem en cromosomas de vid. El porcentaje de identidad se obtuvo desde el alineamiento global
de pares de secuencias utilizando el software Clustal Omega [85]. La intensidad del rojo de la celda indica el grado de similitud entre

secuencias. Las celdas rojas corresponden a un 100% de identidad de secuencia.

60 57

Number of genes
w S
o o

N
o

20
16
10
c 1 1
0 - — —
1 2 3 4
Number of paralogs per gene

Figura 12. Histograma indicando el nimero de paralogos identificados desde los 98 genes VviZFP analizados.
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Luego, se analizaron las proporciones de sustitucion no sindnima (dy) versus sinénima (ds) (proporcion dy/ds), para
comprender ain mas qué proceso de seleccion impulsd la evolucidon de la familia de genes VviZFP. Una relacién dy/ds mayor
que 1se interpreta como una seleccion positiva entre los paralogos. Una proporcion cercana a 1 significa una seleccion
neutray una proporcion menor a 1se interpreta como seleccion negativa, o seleccion purificadora entre los parélogos. La
relacion dw/ds para todos los paralogos evaluados fue inferior a 1. Esto sugiere que las secuencias de paralogos, con
respecto a sus genes de referencia, han estado bajo seleccidn negativa o purificadora. Por tanto, a lo largo del tiempo, los
parélogos se han ido seleccionado para traducirse en casi la misma secuencia de proteinas con respecto al gen de
referencia conocido. Una explicacion alternativa mas simple es que gran parte de estas duplicaciones son recientes en la
historia evolutiva de la vid. Esto indica una seleccion purificadora, es decir, que la proteina traducida del gen original se ha
mantenido en las secuencias paralogas (en el caso de que los pardlogos se expresen y traduzcan). En la Figura

Suplementaria 2 se presenta un grafico de barras de las relaciones dw/ds para cada par de genes paralogos.

Ademas, se realizd un andlisis de enriquecimiento de GO para inferir respecto al proceso bioldgico (BP), la funcion
molecular (MF) y el componente celular (CC) de los genes VviZFP (Tabla Suplementaria 1, Figura 14). La mayoria de los
términos enriquecidos al nivel BP estan relacionados con la requlacion de los procesos de crecimiento y desarrollo. En el
nivel de MF, los términos enriquecidos incluyeron unién de iones cinc, union de acido nucleico, unién de ADN, actividad de
homodimerizacion de proteinas, actividad de dimerizacion de proteinas y actividad de factor de transcripcion. Los términos
mas enriquecidos en CC fueron el nicleo y el organulo intracelular, lo que concuerda con los resultados de nuestro analisis
de cNLS Mapper.
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Figura 13. Circos-plot de 41 genes VviZFP y sus paralogos a lo largo del genoma de la vid (ensamble version 12X.V2). El genoma es
representado a través de sus cromosomas como segmentos de una circunferencia. Los nombres y posiciones de los 41 genes VviZFPy

sus paralogos estan indicados en la circunferencia y conectados a través de lineas. Lineas del mismo color conectando dos posiciones
en el genoma representan regiones paralogas.
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Figura 14. Andlisis de enriquecimiento de términos de Ontologia Génica en la familia VviZFP. El eje X indica el valor de enriquecimiento,
calculado como el nimero de genes VviZFP en una categoria GO dada dividido por el namero total de genes en la categoria. El tamano

de los puntos indica el nimero absoluto de genes VviZFP en la categoria GO dada. El color indica el p-value ajustado. Basado en [113].
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1.3.5 El andlisis de expresion génica in-silico permite identificar genes VviZFP candidatos a evaluar en el desarrollo

de anteras y polen

Para visualizar el perfil de transcripcion global de la familia de genes VviZFP, se realizé un mapa de calor basado en
datos de microarreglos del atlas de expresion de la vid (Figura 15); 13 de los 98 genes no se encontraron en la base de datos
debido a las diferencias entre las versiones de ensamblaje del genoma utilizadas (Genoscope 12X.v0 en el atlas de expresion

de la vid y URGI 12X.v2 utilizada en este trabajo).

En términos generales, algunos genes VviZFP presentaron un perfil de expresion similar en los diferentes
organos/tejidos evaluados, mientras que otros VviZFP exhiben una especificidad de expresion en 6rganos/tejidos. Esto
sugiere una posible divergencia funcional de los genes VviZFP durante el desarrollo de la vid. Por ejemplo, seis VviZFP
(VViZFP26, VviZFP47, VviZFP32, VviZFP69, VviZFP3y VviZFP31) se expresan a un nivel bajo en todos los tejidos analizados,
mientras que WviZFP22, VviZFP15y VviZFP42 se expresan de forma ubicua en casi todos los tejidos analizados. Algunos
VviZFP mostraron un nivel muy alto en érganos/tejidos especificos. Por ejemplo, VviZFP46 y VviZFP91 mostraron un nivel de
expresion mas alto en semilla que otros 6rganos, lo que sugiere que podrian estar involucrados en el desarrollo de la semilla.
VviZFP24 presentd un nivel de expresion relativamente alto en zarcillos jévenes y bien desarrollados, lo que indica una

posible participacion de este gen en el desarrollo de zarcillos.

Luego, para dar una idea de los patrones de expresion temporal de los genes VviZFP durante el desarrollo floral de la
vid, nos enfocamos en seis muestras: Flor joven (Y, E-L14), Flor bien desarrollada (W, E-L17), Inicio de la floracion (SF, E-
L20), Floracion (F, E-L23) estambre (S)y polen (P). La informacion generada en el analisis de expresion génica sirve como
base preliminar para generar hipotesis posteriores. A partir del mapa de calor (Figura 16. A), se pueden identificar patrones
de expresion contrastantes, comparando el desarrollo floral con la expresion especifica de estambres y polen. A modo de
ejemplo, WiZFP26, VviZFP53, ViZFP39, VviZFP47, VviZFP3, VviZFP31, VviZFP32 y VviZFP69 presentan bajos niveles de
expresion en todas las muestras evaluadas, lo que sugiere que estos genes no participan en el desarrollo de la flor; por el
contrario, los genes VviZFP18 y VviZFP36 presentan altos niveles de expresion en todas las muestras del analisis. VviZFP13
se expresa fuertemente en polen y, en menor medida, de manera creciente en flores durante el desarrollo, lo que podria

indicar que este gen participa en el desarrollo del gametofito masculino.

El analisis de expresion de estas etapas mediante agrupacion jerarquica y de k-medias (k = 3) identifico dos patrones
contrastantes: EI primer grupo (39 genes) presentd una tendencia a reducir su expresion a través del desarrollo floral,
mientras que el sequndo grupo (25 genes) mostrd la tendencia contraria (Figura 16. C). El tercer patron contiene 20 genes
y no fue posible determinar un patron de expresion distinguible. Esta agrupacidn nos permite proponer, a partir de la
dindmica de expresion ascendente y descendente a lo largo del desarrollo floral, que dentro de los dos primeros grupos se

podrian encontrar los genes VviZFP que participan en el desarrollo del polen. Dentro de ambos grupos de expresion,
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mediante alineamiento local basico (BLAST) se identificd un grupo de genes VviZFP que comparten alguna similitud de
secuencia con varias C2H2 ZFP previamente reportadas y vinculadas al desarrollo de polen en arabidopsis y otras especies.
Es asi como a partir de una identificacion y caracterizacion masiva de genes a nivel de genoma completo se llegé a un

grupo reducido de genes candidatos (Tabla 2), interesantes de estudiar en el contexto del desarrollo del polen en la vid.
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Figura 15 (P4gina anterior). Atlas de expresion de la familia de genes VviZFP en la vid. Cluster jerarquico de los perfiles de expresion de

79 genes WviZFP en 54 muestras que cubren diferentes tejidos y etapas del desarrollo vegetativo, floral y frutal.
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Figura 16 (Pagina anterior). Expresion diferencial de los genes VviZFP durante el desarrollo floral. (A) Agrupamiento jerarquico y mapa
de calor de los perfiles de expresion de 85 genes VviZFP cubriendo el desarrollo floral y tejidos florales. (B) Detalle de las muestras
utilizadas en el andlisis. Las etapas del desarrollo estan abreviadas de acuerdo a [101]. (C) graficos de centroides de la expresion de
genes ViZFP agrupados. Los patrones identificados mostraron (1) expresion decreciente y (2) ascendente a lo largo del desarrollo

floral. El grupo (3) no presento un patrdn de expresion distinguible. Se indica el nimero de genes en cada grupo.

Tabla 2. Genes VviZFP candidatos seleccionados y su putativo ortélogo en plantas modelo. PBC, polen bicelular.

VviZFP % de identidad Ortdlogo Especie Expresion Funcion Ref.
WiZFP30 62.18
PEThy;ZPT2-5 (MEZ1) petunia Polen Meiosis [T4]
VviZFP68 58.43
WizFp81 54.05 PEThy:ZPT3-3 petunia Pistilo y tejido de No definido (2]
transmision
WiZFP1 L by PEThy;ZPT4-2 petunia Estambre No definido [68]
WiZFP1 4409 PEThy;ZPT4-3 petunia Estambre No definido [68]
WiZFP1 42.02 BcMF20 B. campestris Polen y tapetum Desarrollo del polen [m]
WiZFPgo 6216 PEThy:ZPT4-1 petunia etapas finales del No definido [68]

desarrollo del polen (PBC)

WiZFP40 40.83 PEThy;ZPT2-6 petunia Desde PBC hastala No definido [68]
dehiscencia de anteras

Nuclear y citoplasmatica

WiZFP13 49.62 AtDAZ1 arabidopsis ) . Division de células germinales [77]
en celulas germinales
WiZFPi3 57.04 MDAZ2 arabidopsis Nuclear en células Division de células germinales  [77]
germinales
- regula la biosintesis y el
VviZFP85 56.64 SGRS/IDDT5 arabidopsi U0k endodermis tefido o0 de auxinas(enviade  [115]

vascular en brote floral o
gravitropismo)

1.4 DISCUSION

En las plantas, la familia de genes C2H2 ZFP codifica para el grupo mas grande de proteinas requladoras y se conocen
varios miembros que juegan un papel importante en los procesos de crecimiento y desarrollo [114,116,117], transduccion de
senales hormonales [118]y respuesta al estrés [119,120]. El desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento
y la capacidad de analizar genomas completos ha permitido el analisis de la familia C2H2-ZFP de varias especies. La
identificacion y caracterizacion de genoma amplio de esta familia se ha llevado a cabo en arabidopsis [61], arroz [121],

alamo (Populus trichocarpa Torr. & Gray ex Hooker), [ 62,122], mijo (Setaria italica (L.) P.Beauv). [123], maiz (Zea mays L.)[124],
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tabaco (Nicotiana tabacum L.)[125], soya [126], Brassica rapa L. [127] y algoddn (Gossypium hirsutum L.)[128,129], pero ala

fecha, este analisis no se ha llevado a cabo en la vid.

En el mijo, el 78% de las C2H2-ZFP poseen dominios ZF con motivos QALGGH, los que se denominan como tipo 0 [123].
Esta familia de genes en soya se clasifica en 11 subconjuntos distinguibles sobre la base de arreglos, nimeros y tipos de
dominios C2H2-ZF. Los andlisis filogenéticos y de GO realizados en esta especie, confirman la racionalidad de la
clasificacion [126]. La familia C2H2-ZFP reportada para el genoma de maiz, se divide en tres subgrupos (A, B y C), de igual

manera como se clasifican en arabidopsis [124].

En este capitulo, se reporta la identificacion de 98 genes C2H2-ZFP en el genoma de la vid, estas codifican para
proteinas con al menos un dominio C2H2-ZF conservado. Este nimero es mayor que la lista de 64 genes alojada en la Plant
transcription factors database v4.0 [130], lo que puede atribuirse a la identificacion de nuevas variantes de genes C2H2 ZFP
en el genoma de la vid. El tamano de esta familia génica en la vid es menor, si se compara con lo reportado para arabidopsis
(176 genes), arroz (189 genes), alamo (109 genes), mijo (124 genes), maiz (211 genes), tabaco (188 genes), soya (321 genes)y B.
rapa (301 genes); por otro lado, la familia VviZFP posee un tamafio significativamente mayor comparado con lo reportado

en algodan (29 genes) por [128] pero menor a lo reportado para la misma especie (386 genes) por [129].

1.4.1 Comprendiendo la evolucion y expansion de la familia de genes VviZFP

Se sabe que, durante la evolucion del genoma vegetal y animal, se produjeron eventos de duplicacién segmentaria
(segmental duplication, SD)y duplicacion de genoma completo que condujeron a un aumento de la complejidad bioldgica y
al origen de novedades evolutivas [131,132]. A lo largo de la historia evolutiva de la vid han ocurrido cambios significativos
en su genoma, que incluyen eventos de duplicacion en tandem y segmentaria [133]. La primera caracterizacion del genoma
de la linea de vid cultivar ‘Pinot Noir’ altamente homacigdtica PN40024 reveld que contiene tres genomas ancestrales que
constituyen el contenido diploide de la vid, siendo descrito por Jaillon [133] como un organismo “paleo-hexaploide”. Velasco
[134] propuso una explicacion alternativa para el alto nimero de regiones triplicadas en el genoma de la vid, proponiendo
que en el linaje Vitis, ocurrid un evento de duplicacion a gran escala (probablemente un evento de hibridacion), antes de la
divergencia entre Vitis y otras dicotiledoneas. Ademas, las SD muy similares constituyen moldes en los cromosomas para
eventos de recombinacion homaloga no alélica (Non-allelic homologous recombination, NAHR)[135]. Las NAHR son una forma
de recombinacion homadloga que se produce entre dos regiones del ADN que tienen una gran similitud de secuencia, pero
no son alelos. El emparejamiento erréneo entre dos regiones no alélicas puede conducir, después de la recombinacion, a
reordenamientos por inversion, duplicacion, delecion o translocacion [136]. Se han publicado estudios sobre el papel de la
SD en la evolucion de los genomas de la vid y otras plantas y su contribucion a la expansion de familias de genes [135-137],

revelando el gran impacto de las SD en la evolucion de genes relacionados con la resistencia a enfermedades, el desarrollo
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de las bayas y la proceso de maduracion [135]. Estos cambios, pudieron haber contribuido a la expansion de la familia de
genes VviZFPy a la heterogeneidad observada en términos de longitud de genes y organizacidn intron-exon, dando cuenta
de la compleja historia evolutiva descrita para esta especie. Luego de los eventos de duplicacion, los genes recién formados
se enfrentan a una eleccion de varios destinos en relacion con sus funciones [138]. Inicialmente, los genes duplicados
tienen secuencias y funciones idénticas, pero conforme la especie evoluciona, tienden a la divergencia en las regiones
reguladoras (region promotora) y codificantes. Variaciones en las regiones requladoras puede dar lugar a cambios en los
patrones de expresion, mientras que los cambios en la region codificante pueden conducir a la adquisicion de nuevas
funciones [139]. Es interesante constatar que muchos de los eventos de duplicacion génica (duplicacion en tandem y
segmentaria) identificados para la familia VviZFP se encuentran en regiones colineales del genoma angiosperma ancestral
[133]. Estos resultados son consistentes con la distribucion genémica producto de duplicaciones génicas de genes C2H2-

ZFP en otras plantas modelo.

1.4.2 Los dominios y motivos proteicos identificados, ademas de los C2H2-ZF, podrian ser importantes en la funcién

biolégica de las VviZFP

La comparacion de secuencias de las VviZFPs revel6 que casi la mitad de las proteinas podrian estar involucradas en
reprimir la transcripcion del ADN a través del motivo EAR (Figura 9). Este motivo proteico esta altamente conservado en
plantas y ha sido detectado en el 10-25% de los factores de transcripcion integrando multiples familias de genes [72]. En
plantas, la familia de proteinas TOPLESS/TOPLESS RELATED (TPL/TPR) median la actividad represora de diferentes factores
de transcripcion que contienen motivo EAR, al actuar sobre la cromatina a través de histona deacetilasas [72,140]. Ademas
de las C2H2-ZFP, el motivo EAR es conocido en proteinas tipo ERF, MYB, HOMEOBOX, MADS y NAC [72] por su funcion como

requlador negativo en una amplia gama de procesos del desarrollo y fisioldgicos.

En literatura, destaca un grupo de ZFP que forman una subfamilia especifica de plantas llamada 0-type C2H2-ZFP.
Estas proteinas comparten el motivo de aminoacidos QALGGH altamente conservado, ubicado en el extremo N-terminal de
la a-hélice del dominio C2H2-ZF [141]. Nuestros resultados filogenéticos y estructurales indican que las VviZFPs que
integran el set C podrian corresponder a la subfamilia 0-type C2H2-ZFP en la vid. La presencia de otros dominios distintos
alos C2H2-ZF identificados en las ViZFPs (dominios JmjN, JmjC, EXOIII, entre otros), podria determinar la funcién de estos

genes, la que puede ser corroborada con trabajos de caracterizacion futuros.

Englbrecht y col. [60] propusieron que las proteinas de uno y dos dominios C2H2-ZF son evolutivamente mas antiguas,
desde las que derivaron luego proteinas con mas de dos dominios. Contrastando los analisis filogenéticos con el
conocimiento de funcionalidad, [61] indican que, los subgrupos antiguos suelen estar implicados en el metabolismo del

ARN y la remodelacion de la cromatina. Los subgrupos mas jovenes estan involucrados principalmente en la regulacion
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transcripcional; por lo tanto, reciben un enfoque de investigacion particular. El conocimiento actual es inadecuado para
clasificar las C2H2-ZFP por funcion. Sin embargo, estudiar la estructura y clasificacion de C2H2-ZFP en eucariotas ofrecera

informacion sobre su capacidad para combinarse con el ADN en la requlacion transcripcional.

En conclusidn, en este capitulo se identificaron 98 genes C2H2-ZFP (familia de genes VviZFP) en el genoma de la vid
que codifican proteinas con al menos un motivo C2H2-ZF conservado. El analisis nos permite inferir una intrincada historia
de evolucion para la familia de genes VviZFP debido a los maltiples paralogos reportados y la alta heterogeneidad en las
proteinas codificadas por estos genes. Finalmente, se seleccion¢ un grupo de genes VviZFP candidatos interesantes de ser
estudiados en la vid, debido a las similitudes con otras C2H2-ZFP de plantas implicadas en la requlacion del desarrollo del

polen.
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CAPITULO II: Localizacion temporal del desarrollo del polen durante el proceso de desarrollo

floral en Vitis vinifera cv. ‘Carmenere’



2.1INTRODUCCION

2.1.1 Generalidades y particularidades de la vid: desarrollo de dos temporadas

La vid pertenece a una familia de plantas caducas perennes lenosas, clasificadas dentro de las dicotiledéneas basales.
Posee un habito de crecimiento, formacién y desarrollo de 6rganos que difiere con lo descrito para plantas herbaceas
anuales o para otras plantas lefiosas policarpicas [44], lo que hacen de la vid un modelo interesante para la comprension
de aspectos especificos del desarrollo reproductivo de las plantas [1]. Actualmente se sabe que el proceso de formacion
de flores en la vid implica cuatro etapas progresivas y se lleva a cabo durante dos temporadas. Las etapas, descritas en
[142] corresponden a: (1) Evocacion floral, (2) Iniciacion y diferenciacion del primordio de inflorescencia (PI), (3) crecimiento
del Pl'y (4) la maduracion del PI con el consiguiente desarrollo de flores. Las primeras tres etapas del proceso ocurren
durante la primera temporada y luego de un periodo de dormancia ocurre la cuarta etapa culminando con el desarrollo

floral (durante la sequnda temporada).

La evocacion es el primer evento en la via del desarrollo floral y se entiende como el proceso de cambio de un
meristema vegetativo por un meristema reproductivo, el cual tiene lugar en el meristema apical (MA) [143]. Noyce y
colaboradores [142] definen la evocacion floral como los cambios bioquimicos y celulares irreversibles en el MA inducidos
por estimulos que pueden provenir directamente del MA, o por una senal mavil (o florigeno) que induce la floracion en el MA
desde las hojas. El gen FT codifica para una pequenia proteina globular que puede traslocarse desde las hojas hasta el apice
del brote a través del floema en respuesta al fotoperiodo, desencadenando la evocacion floral [144-146]. Esta via de
induccion floral derivada de las hojas, fotoperiodo-dependiente fue reportado en Arabidopsis y ha sido validado en otras

especies, pero parece no actuar en la vid (Vitis vinifera cv. ‘Chardonnay’) [147].

La iniciacion floral ocurre después de la evocacion y esta definida por la primera aparicion de células diferenciadas
en el MA. Un rasgo tipico de la vid es la formacion simultanea de primordios de drganos tanto vegetativos como
reproductivos por el mismo apice [17]. El apice de la yema latente produce de tres a ocho primordios foliares (dependiendo
del cultivar) y luego se divide en dos partes. La parte opuesta al primordio foliar mas joven es una protuberancia
meristematica conocida como primordio no comprometido o anlage (un término aleman para inicial o rudimentario) y su
formacion representa el primer paso para el desarrollo de inflorescencias. Durante los primeros dos a cinco anos de la
planta, a partir del anlage se desarrollan zarcillos (estructuras necesarias para el crecimiento vegetativo y en altura). Tras
la induccion floral, pueden formarse el P, zarcillos o brotes a partir del mismo primordio [148], configurando con distintos
grados de ramificacion, el brote que se desarrollara en la siguiente temporada de crecimiento. Después de la iniciacion

floral (en la tercera etapa), el anlage contindia su crecimiento pasando por diferentes etapas de crecimiento progresivo y
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Tapetum

Antera

Filamento

diferenciacion del Pl y posteriormente los MFs a lo largo de la primera temporada de crecimiento [149]. La cuarta etapa
ocurre durante la segunda temporada de crecimiento, luego de un periodo de hibernacién y considera el crecimiento de
los MFsy posterior desarrollo de drganos florales (Sépalos, pétalos, pistilos y estambres), logrando asi completar un proceso

que requiere aproximadamente 12 meses desde la induccion floral hasta antesis.

2.1.2 Desarrollo de polen: Etapas

El desarrollo de estambres y polen es un proceso conservado en angiospermas que ha sido bien caracterizado en
especies modelo como Arabidopsis, tomate o tabaco, pero de menor manera en la vid (Figura 17). El desarrollo de anteras
en Arabidopsis se ha dividido en 14 etapas, basado en observaciones histoldgicas [150]. Los estambres son estructuras
reproductivas masculinas donde ocurre la formacién de gametos, formadas por anteras conectadas a una parte

denominada filamento. El filamento es una estructura esbelta de origen parenquimatica por donde se transporta agua y
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Figura 17. Diagrama representativo del desarrollo de polen en anteras de plantas con flores. Los microsporocitos se someten a dos

rondas de division meidtica (meiosis | y meiosis I1) para formar una tétrada de microscopas. Las tétradas luego son liberadas del

tapetum, el que comienza a vacuolizarse. Posteriormente, las microsporas entran en division mitética (mitosis )y producen una célula

generativa, conformando un grano de polen bicelular (PBC). Luego, EI PBC pasa por otra ronda de division mitética (mitosis II) para

(Continuacidn pagina anterior) producir polen tricelular (PTC). L, loculo de la antera; C, tejido conectivo; CMP, célula madre del polen.

Basado en[151] y[152] con modificaciones.
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nutrientes a la antera a través del sistema vascular [152]. Especificamente, los granos de polen (el gametofito masculino)
se desarrollan y maduran en cavidades cerradas (microsporangios) llamadas léculos, que estan delimitadas por las paredes

de las anteras [153], los que a su vez se mantienen unidos al filamento a través del tejido conectivo.

Enlaantera, se forman dos grupos generales de células a partir del primordio de anteras (PA); las células reproductivas
0 espordgenas (en la zona central de la antera en desarrollo) que dan lugar a tétradas de microsporas, y las células no
reproductivas que forman diferentes capas de la pared de la antera (Epidermis, entodecio, capa media y tapetum)[154]. El
tapetum participa de la nutricion de las microsporas y la sintesis y secrecion de sustancias que formaran la pared de los
granos de polen [155], por lo que se considera un tejido del esporofito clave para el correcto desarrollo reproductivo. Las
células espordgenas pasan por eventos de division celular y diferenciacion hasta la formacion del grano de polen maduro,

en este proceso se han definido dos etapas: la microesporogénesis y la microgametogénesis.

Durante la microesporogénesis, las células espordgenas diploides se diferencian como microsporocitos o células
madre de polen (CMP)y luego se dividen por meiosis para producir tétradas de cuatro microsporas haploides rodeadas de
una pared gruesa de callosa. En contraste con la mitosis, la meiosis consiste en dos divisiones nucleares consecutivas sin
unafase S entre lameiosis | y meiosis Il. Si bien la sequnda divisidn meidtica se asemeja a la mitosis segregando cromatidas
hermanas, la meiosis | es Unica e implica el apareamiento de cromosomas homdlogos y su posterior segregacion.
Basandose en las caracteristicas cromosomicas, la profase | (fase mas larga y compleja de la meiosis) se divide en cinco
subfases: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. En leptoteno, los cromosomas se tornan visibles debido a
la condensacion de la cromatina, ademas comienza el apareamiento de cromosomas homadlogos. El apareamiento (o
sinapsis) de cromosomas homalogos continta durante el zigoteno, terminando esta subfase con los cromosomas en pares
denominados equivalentes. Luego en paquiteno, con los cromosomas homélogos estrechamente unidos, ocurre el
intercambio de fragmentos de ADN entre cromatidas no hermanas en un proceso denominado entrecruzamiento
cromosoémico (o crossing over). Durante la etapa de diploteno, los cromosomas homdlogos se separan, pero permanecen
unidos a través de uno o mas puntos denominados quiasmas. Los quiasmas corresponden a los puntos en los que se ha
producido el entrecruzamiento. Finalmente, los cromosomas continan condensandose durante la etapa de diacinesis
[156]. Los demas fendmenos que se producen en esta fase son los mismos que tienen lugar durante la profase de la division
mitdtica. En la mayoria de las especies, las microsporas se separan individualmente de las tétradas por lo que requieren
ser liberadas de la pared de callosa que las cubre [155]. Esto ocurre mediante la actividad de una mezcla de enzimas

degradadoras secretadas por las células del tapetum [157].

La microgametogénesis implica la transformacidn de microsporas unicelulares en microgametofitos maduros que
contienen los gametos masculinos (granos de polen maduro; GPM). Esta etapa comienza con la expansidn de la microspora,

mediante la fusion de multiples vacuolas para formar una sola vacuola grande (vacuolizacion) [158]. La vacuolizacion se
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acompana del reposicionamiento del nicleo a un sitio excéntrico contra la pared de las microsporas. La microspora
polarizada luego completa una division mitética asimétrica (mitosis de polen I; MPI) para formar dos células desiguales
(PBC), una célula vegetativa grande y una célula generativa (o germinal), ambas haploides. La célula generativa, que
representa la linea germinal masculina, ingresa al citoplasma de la célula vegetativa mas grande (mediante la digestion de
la pared callosa hemisférica que separa las dos células) para crear una estructura Gnica de una "célula dentro de otra
célula" [155]. Después de la MPI, la célula vegetativa con cromatina nuclear dispersa, sale del ciclo celular y entra en
diferenciacion para establecer una célula resistente a la deshidratacion capaz de extender un tubo polinico de rapido
crecimiento. Por el contrario, la célula germinal tiene cromatina nuclear relativamente condensada y continda a través de
una nueva ronda de mitosis (mitosis de polen II; MPIl), generando un par de células espermaticas. En la mayoria de las
plantas con flores (incluida la vid), los granos de polen maduran en el estado PBC hasta que son liberados de la antera. Al
hacer contacto con el estigma y germinar, el tubo polinico crece a través del pistilo por extension de la punta, guiado por
senales esporofiticas y derivadas del gametofito femenino. En paralelo, la célula germinal entra a MPIl dando paso a las
células espermaticas que se dirigen al dvulo donde tiene lugar la doble fertilizacion [159]. Sin embargo, para
aproximadamente un tercio de las plantas, incluidas Arabidopsis, arroz y maiz, la MPIl ocurre mientras el polen todavia esta
confinado a la antera y durante la dehiscencia se desprenden granos de polen maduro tricelular (GPM) [160]. Durante la
maduracion del polen, la célula vegetativa acumula reservas de carbohidratos y/o lipidos para apoyar el metabolismo activo
necesario en la germinacion y crecimiento del tubo polinico [161]. La microsporogénesis y microgametogénesis son
esenciales para la propagacion en las plantas con flores. Al mismo tiempo, estos eventos del desarrollo involucran varios
procesos celulares fundamentales, incluida la division y diferenciacion celular, la comunicacion célula-célula y la muerte

celular programada (MCP).

2.1.3 Regulacion molecular del desarrollo del polen

Durante el ultimo cuarto de siglo, se ha logrado comprender en gran medida el control genético molecular del
desarrollo del estambre y el polen en varios sistemas modelo. Los primeros estudios moleculares en tabaco, Brassica spp.
y tomate proporcionaron estimaciones del nimero de genes expresados en el estambre en desarrollo e identificaron genes
especificos de anteras o polen. La progresion de microsporas en proliferacion a polen diferenciado se caracteriza por la
represion a gran escala de genes del programa de desarrollo temprano y la activacion de un programa Gnico de expresion
génica tardia en el polen en maduracion [162]. Este proceso esta finamente regulado a nivel molecular, considerando que
los patrones de expresion en el polen difieren notablemente con los tejidos somaticos a nivel transcriptomico [53]y que
varian marcadamente durante las etapas del desarrollo de anteras [162]. La bisqueda y caracterizacion de lineas mutantes

con defectos en el desarrollo de estambres/anteras, desarrollo de polen y liberacion de los granos de polen maduro ha
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permitido individualizar genes claves para el proceso. El uso de estos mutantes ha indirectamente proporcionado evidencia

de la expresion génica en el gametofito masculino [163].

Se han identificado varios genes necesarios para el desarrollo normal de las anteras y polen [164]. Especificamente,
se requieren los genes con funcion B y con funcion C para especificar la identidad del estambre. Indirectamente, se
considera que los genes con funcion A participan en el control de la identidad del estambre porque antagonizan con los
genes de funcion C, de modo que en ausencia de la funcion A, los estambres se forman ectépicamente [164,165]. En
Arabidapsis, la funcion A requiere los genes APTy AP2, la funcidn B necesita los genes AP3 y PI, y el gen AG es esencial para
la funcidn C. Por lo tanto, las mutaciones en cualquiera de los genes AP3, PI'y AG causan defectos en la identidad del
estambre [166]. Los estudios moleculares indican que AP3, PI'y AG se expresan inicialmente en regiones del meristemo
floral que formaran primordios de estambres y su expresion continia detectandose en primordios de estambres y
estambres en desarrollo [164,167,168]. Ademas, la expresion ectopica de AP3, PI, AG provoca la formacion de estambres

ectopicos en la flor [169,170].

Se han identificado otros genes, ademas de los (A)B(C), que afectan la identidad y el desarrollo de los 6rganos del
estambre. La mayoria de estos interactiian genéticamente con los genes de funcion B, AP3y PI, y/o el gen de funcion C, AG.
Uno de los mas importantes es el gen de identidad del meristemo LFY. Las flores en lineas mutantes Ify carecen de
estambres y/o producen estambres anormales [171,172]. EIl gen SPOROCYTELESS/NOZZLE (SPL/NZZ), que codifica para un
factor de transcripcion [173,174], es necesario para la especificacion del tipo celular en los drganos reproductores
masculinos y femeninos [173,175]. Las anteras en spl/nzz carecen de endotecio, capa media, tapetum y meiocitos. El control
del ndmero de células espordgenas y los eventos de division celular esta requlado por EXTRA SPOROGENOUS CELLS/EXS
MICROSPOROCYTEST (EXS/EMST) que codifica para un receptor quinasa del tipo repeticion rica en serina treonina leucina
(serine threonine leucine rich repeat receptor kinase, LRR-RK) [176,177]y TAPETAL DETERMINANTI (TPDIT) que codifica para
una proteina pequena [178]. Ambas proteinas forman un complejo proteico siendo TPD1 el ligando de EXS/EMS1. El fenotipo
en exsl/ems], carece de tapetum y capa media en las anteras, las que son reemplazadas por un numero anormal de
meiocitos adicionales [179]. De igual manera, el mutante tdp1 es estéril debido a un bloqueo durante la meiosis Il causado
por la ausencia de tejido tapetal [178]. Otros receptores quinasas del tipo repeticion rica en leucina (leucine-rich repeat
receptor-like, LRR-RLK) participan en etapas tempranas tales como BARELY ANY MERISTEM1(BAM1)y BARELY ANY MERISTEM2
(BAM2) [180]. BAM1y BAM2 tienen funcion redundante en el control de la diferenciacion de células parietales para la
formacion de las capas de la antera (tapetum, capa media y endotecio). En el mutante bamlbam2, las células al interior de
la epidermis en las anteras tienen aspecto a CMP que posteriormente se degeneran, lo que sugiere que BAM1/BAM2 controla
el nimero de células espordgenas al promover la diferenciacion de las células somaticas circundantes [180]. Otros LRR-
RLKs como SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASET(SERK1)y SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE?2
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(SERK2) de funcion redundante estan relacionados con el desarrollo del tapetum y diferenciacion celular en etapas
tempranas [181,182]. El fenotipo en lineas serk1/serk2 es similar a lo observado en mutantes exsl/emsly tdpl, con ausencia
de tejido tapetal y exceso del nimero de esporocitos [181,182]. Algunos factores de transcripcion del tipo hélice-bucle-
hélice basico (basic helix-loop-helix; bHLH) como DYSFUNCTIONAL TAPETUMI(DYTT) han sido vinculados a este proceso, rio
abajo de la accion de SPL/NZZ y EXS/EMS1. DYTT presenta una expresion alta en tapetum durante la etapa en que se observan
CMPy una expresion menor en estas células. En el mutante dytlla especificacion de las capas celulares en la antera ocurre
de manera normal en etapas tempranas, pero luego durante la meiosis del polen, el tapetum presenta un desarrollo anormal.
Las CMP son capaces de alcanzar la etapa de meiosis | en dyt], las que eventualmente colapsan debido a que carecen de la
pared de callosa, impidiendo asi completar la citocinesis [183]. Ademas, se ha reportado el factor de transcripcion ABORTED
MICROSPORES (AMS) de la subclase MYC de la familia bHLH. La expresion de AMS se detecta débilmente en yemas pre-
meioticas y mayormente en yemas cerradas post-meioticas [184]. AMS acttia como regulador maestro de la expresion de
genes del tapetum, asociados con la sintesis y funcion del tejido [185]. En el mutante ams las microsporas se degeneran
tempranamente debido a una pared de callosa disminuida y a la ausencia de sustancias secretadas por el tapetum [185].
Factores del tipo MYB también se han relacionado al desarrollo del polen. En Arabidopsis, AtMYB80 codifica para un factor
de transcripcion R2R3 MYB y se expresa en tapetum y microsporas en desarrollo [186,187]. El tapetum en el mutante atmyb80
se degrada anticipadamente y el polen colapsa, generando flores macho-estériles [187,188]. Los genes MYB33 'y MYB65 de
arabidopsis presentan una alta similitud con el gen GAMYB de Hordeum vulgare L., un componente de la ruta de sefalizacion
de GA en la semilla y que participa en el desarrollo de anteras y polen [189,190]. Se ha demostrado que MYB33 y MYB65
cumplen una funcion redundante en el desarrollo del polen en arabidopsis. En el doble mutante myb33myb65, el tapetum se
degenera en la etapa de CMP, lo que resulta en un aborto del polen previo a la meiosis [189]. Sin embargo, la condicion de
esterilidad en myb33myb65 es condicional, ya que estimulos como mayor radiacidn luminica o temperaturas bajas
aumentan la fertilidad en el doble mutante. Esto indica que MYB33/MYBG5 facilitan el desarrollo de anteras, pero no son
esenciales para el proceso [189]. Otro factor de transcripcion reportado es MALE STERILITY1 (MS1) de la familia plant
Homeodomain (PHD)-finger. Se ha demostrado que MS1 es crucial para la formacion de la pared del polen y la MCP del
tapetum [191,192]. La expresion de MST se detecta débilmente en las anteras de yemas cerradas, presentando su peak de
expresion en el tapetum durante la etapa de liberacion de microsporas [191]. En ms, el polen inmaduro se degenera poco
después de la liberacion de microsporas. El tapetum en esta linea mutante se ve alterado y las microsporas presentan una

formacion incompleta de la pared del polen [193].

Dado que el desarrollo del polen involucra eventos de division celular, es de esperar que los componentes de la
maquinaria del ciclo celular desempenen un papel esencial en el control de la division mitética en la linea germinal

masculina. En arabidopsis, se han reportado dos lineas mutantes con fenotipos similares, cdka;Ty fbl17; en ambas lineas se
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reduce la actividad de la quinasa dependiente de ciclina de tipo A-1(Cyclin-dependent kinase A-T: CDKA;1) limitando la
proliferacion de células germinales [155]. CDKA;1 es esencial para la division celular de la célula generativa durante la
microgametogénesis[156]. En el polen del mutante cdka;1, solo se produce una célula espermatica, en lugar de dos. El polen
mutante es viable, pero solo puede fertilizar una célula del saco embrionario [194], dando lugar a un embrién que luego
aborta, debido a la falta de endospermo funcional [195]. Por su parte, en el mutante fbl17 se interrumpe la expresion de
FBL17 que codifica para una proteina del tipo F-box, que interactua con reguladores del ciclo celular para su degradacion
[195]. La expresion de FBLI7 se detecta transitoriamente en la célula generativa durante la fase de PBC, donde la proteina
FBLI7 se dirige a cyclin-dependent kinase inhibitor 6 (KRP6) y Cyclin-dependent kinase inhibitor 7 (KRP7), dos inhibidores
de CDKA;1, para ubiquitinizar y posteriormente degradar la quinasa por el proteosoma [155]. De esta manera, la célula
generativa progresa a la fase S. En fbl17 por el contrario, la ausencia de FBL17 junto con la persistencia de KRP6/7 mantiene
niveles bajos de la actividad de CDKA;1, limitando el potencial de la célula vegetativa para volver a entrar al ciclo celular.
Por lo tanto, la expresion especifica de FBL17 en la linea germinal permite el control diferencial del ciclo celular en las lineas
celulares que componen el polen, requlando eficazmente la progresion de la célula germinal a la fase S del ciclo celular
[155,195]. Otros genes se han vinculado a procesos posteriores a la maduracion del grano de polen, como los genes
GENERATIVE CELL-SPECIFIC1/HAPLESS2 (GCS1/HAP2) y GAMETE-EXPRESSED PROTEIN2 (GEX2), caracterizados con las lineas
mutantes generadas en esos loci. En ambas lineas se produce GPM tricelular, pero la fertilizacion se reduce drasticamente
[196-198]. De manera interesante, la expresion de GCS1/HAP2 es requlada por las C2H2-ZFP DAZ1/DAZ2[77], reafirmando asi

la participacion de estas proteinas en la regulacion del desarrollo reproductivo.

Como se ha indicado, el desarrollo reproductivo en plantas es un proceso bien requlado, que involucra la participacion
de factores de transcripcion y que en el Gltimo tiempo se ha logrado comprender en gran medida en especies modelo como
arabidopsis y arroz [179]. Sin embargo, los mecanismos moleculares equivalentes en otras especies cultivadas (como la
vid) son poco conocidos. Aun asi, en el genoma de la vid se encuentran posibles genes ortélogos a los descritos en

arabidopsis u otros modelos, por lo que su funcién en la requlacion del desarrollo de anterasy polen requiere ser dilucidado.

2.1.4 Desarrollo floral en la vid: escalas disponibles

La identificacion de las etapas de crecimiento es importante a la hora de tomar decisiones sabre el establecimiento
y operaciones agronomicas, ademas permite la estandarizacion de resultados y coordinacion de la investigacion
experimental realizada en la especie. En este sentido, para la vid se han publicado cuatro sistemas descriptivos a la fecha:

en 1952, el sistema de Baggiolini [199], en 1977 el sistema de Eichhorn y Lorenz (EL)[200], en 1994 la adaptacion ala vid del
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sistema BBCH (sistema disefiado para estandarizar términos en la Union Europea)[200] y en 1995 el sistema E-L modificado

por Coombe [201], utilizado mayoritariamente en la actualidad.

El sistema de Baggiolini fue el primero propuesto, y cubre el periodo desde la brotacion hasta el setting frutal dividido
en 10 etapas indicadas con letras desde A hasta I. Este sistema fue ampliamente utilizado en los programas de aplicacion
de plaguicidas dado su facilidad de uso y claridad de los dibujos representativos, pero fue luego reemplazada debido que
cubre un periodo acotado y no prevé estadios intermedios del desarrollo [201]. El sistema EL repara en esto y propone 22
etapas desde “yema invernal” hasta el “final senescencia foliar”. Ademas, utiliza una extensidn de 47 nimeros con espacios,

lo que permite insertar etapas intermedias y actualizar el sistema conforme avanza la investigacion.

El sistema BBCH proviene del esfuerzo dentro de la Unién Europea para adoptar un cddigo uniforme, integrando la
mayoria de las plantas monocotileddneas y dicotileddneas cultivadas. Este sistema enumera diez macroetapas (o etapas
principales de crecimiento) cubriendo todo el desarrollo desde germinacion/brotacion hasta senescencia/latencia. Dentro
de cada macroetapa hay hasta diez microetapas (o etapas de crecimiento secundario) que dan un sistema completo con
numeros del 00 al 99. La adaptacion de este sistema a la vid incorpord siete nuevas macroetapas y se omitieron tres que
no correspondian a la especie [201]. Una desventaja de este sistema es que debido a su estructura tiende a fragmentarse
0 a sequir un zig-zag en lugar de un flujo continuo. Por esto, Coombe [201] propuso una actualizacion al modelo E-L de 47
etapas, cambiando términos poco utilizados y reparando algunos errores detectados para generar el sistema de Eichhorn
y Lorenz modificado (sistema E-L) (FIGURA 18). El sistema E-L es el mayoritariamente utilizado en la actualidad, tanto en

programas de aplicacion de plaguicidas como en la investigacidn realizada en vid.

Desafortunadamente, ninguno de estos sistemas indica una relacion entre el progreso del desarrollo floral y la fenologia
especifica del desarrollo de anteras y polen. Por lo tanto, este capitulo busca relacionar/posicionar el proceso del desarrollo
del polen en la escala del desarrollo floral descrita en el sistema E-L, para comprender de mejor manera los perfiles de
expresion de los genes VviZDP candidatos. Para esto, se observé mediante microscopia confocal el contenido de anteras
en un set de muestras de Vitis vinifera cv. ‘Carmenere’ durante la expresion génica de varios genes homologos a los
descritos previamente, a modo de integrar ambas aproximaciones y definir los estadios del desarrollo floral en que ocurre

el desarrollo del polen.
Objetivo especifico a desarrollar:
2. Localizar el desarrollo del polen dentro del contexto del desarrollo floral en V. vinifera cv ‘Carmenere’

Se propone dar cumplimiento a este objetivo mediante la caracterizacion fenoldgica de un set de muestras de V. vinifera cv

‘Carmenere’ que consideren el desarrollo floral en la sequnda temporada de crecimiento. Ademas, la identificacion de estado del
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desarrollo del polen en esas muestras mediante microscopia y el andlisis de expresion relativa de genes homedticos y putativos

ortdlogos a los ya relacionados a este proceso en otros modelos vegetales.

Grapevine growth stages - The modified E-L system

MAJOR STAGES E-L ALL STAGES
number
&" Winter bud

Budswell
E 4 leaves separated
12 Shoots 10 cm Isn]fégze;cEgc;g]tﬁn e 12 5 leavees separated; shoots about 10 cm
s Sep long; inflorescence clear

Woolly bud—brown wool visible
4 Budburst
Rosette of leaf tips visible

First leaf separated from shoot tip

1

2

3

4 Green tip; first leaf tissue visible

5

1

9 2 to 3 leaves separated; shoots 2-4 cm long
1

13 6 leaves separated
14 7 leaves separated

15 8 leaves separated, shoot elongating
rapidly; single flowers in compact groups

Juawidojanap 99UaISAI0|UI PUB J00US

16 10 leaves separated
= 17 12 leaves separated; inflorescence well
developed, single flowers separated
18 14 leaves separated; flower caps still in
place, but cap colour fading from green
About 16 leaves separated; beginning of
flowering (first flower caps loosening)

10% caps off

A
A 4

-

9 Flowering begins

30% caps off §
23 Full bloom 50% caps off = 17-20 leaves separated; 50% caps off g
(= full-bloom) =
80% caps off
cap-fall complete
Young berries growing .
27 Setting Bunch at right angles i Setting; young berries enlarging (>2 mm
to stem ‘ diam.), bunch at right angles to stem
e Berries pepper-corn size (4 mm diam.); @
bunches tending downwards 3
31 Berries pea size g;‘;‘,flhes hanging o 31 Berries pea-size (7 mm diam.) g
Beginning of bunch closure, berries €
touching (if bunches are tight) %
Berries still hard and green
Berries begin to soften;
Brix starts increasing
35 Veraison DBerty softening begins Berries begin to colour and enlarge
Berry colouring begins -
Berrries with intermediate Brix values 2
3
Berries not quite ripe =
38 Harvest Berries ripe Berries harvest-ripe
Berries over-ripe
41 After harvest; cane maturation complete w
=
3 43 Beginning of leaf fall 2
47 End of leaf fall 3

Modified from Eichhorn and
Lorenz 1977 by B.G. Coombe

Figura 18. Esquema del sistema E-L modificado utilizado para caracterizar las etapas del desarrollo de la vid [201].
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Material vegetal y preparacion de muestras

El material vegetal utilizado en este trabajo se obtuvo desde una plantacion clonal de V. vinifera cv. ‘Carmenere’
mantenidas en la vina Los Lingues, ubicada en la Hacienda Los Lingues, Valle de Colchagua, Region del Libertador Bernardo
0'Higgins, durante la temporada de crecimiento 2018-2019. El sector presenta clima mediterraneo, célido y sub-himedo. Se
realizaron 8 colectas en distintos tiempos, basandose en el tamano de inflorescencia desde los 2 cm hasta los 10 cm. Las
muestras usadas en los analisis de microscopia se dejaron en solucion de fijacion etanol/acido acético (3:1v/v)a 4°C [202],
y las muestras para los anélisis de expresion fueron congeladas inmediatamente en nitrdgeno liquido y almacenados a -
809C hasta su uso para la extraccion de ARN. Cada colecta se realizo cerca de las 10:00 a.m. para descartar posibles

oscilaciones (propias del ciclo circadiano) en los niveles de transcritos de los genes evaluados.

2.2.2 Estudio de la fenologia floral y definicion de estado en el sistema E-L

Para caracterizar cada muestra, se seleccionaron aleatoriamente una muestra de veinte inflorescencias (de plantas
distintas) del mismo tamano y se registrd la longitud del brote y el nimero de hojas separadas (de acuerdo a lo reportado
en[201]). El rango del desarrollo evaluado fue escogido en base a observaciones preliminares (resultados no presentados).

El tiempo de muestreo fue desde septiembre a diciembre del 2018, colectando cada 5-10 dias entre muestras.

2.2.3 Preparados, tincion DAPI y microscopia

Para examinar el estado del desarrollo del gametofito masculino en las muestras de estudio, se seleccionaron 3-6
flores aleatoriamente del tercio basal (mas cercano al pedunculo), medio y apical del racimo. Esto considerando que el
desarrollo de las flores en la inflorescencia ocurre de manera asincrénica. De cada flor, se aislaron las anteras
manualmente con bisturi y pinza bajo un microscopio estereoscépico en una gota de solucion de fijacion para evitar la
deshidratacion de las muestras. Luego se realizé un corte en un extremo de la antera y aplastando suavemente se vacio
su contenido en un portaohjetos de microscopio con una gota de solucion DAPI (Buffer fosfato 0.1M pH 7, EDTA TmM, Triton
X-100 0,1%, DAPI 1 ug/ml SIGMA) de acuerdo a [203]y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente por 20 minutos. Las
sefales de fluorescencia se analizaron con un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX43; Tokio, Japon) acoplado a
colimador (CoolLED pE-2; Andover, UK). La longitud de onda de excitacion maxima de DAPI fue 408 nm. Las imagenes de
campo claro y fluorescencia DAPI fueron capturadas con el software ZEISS. En las muestras con GPM se colectd el polen en
un tubo de 1.5 mly se incubg a 35°C por 20 minutos, luego se montd en un portaobjetos bajo un cubreobjetos y se visualizo

en microscopio confocal Zeiss LSM780.
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2.2.4 |dentificacion de genes

Se seleccionaron 16 genes del genoma de la vid (genes homedticos, de expresion temprana en anteras, vinculados al
tapetum y de microgametogénesis) basados en la identidad con los descritos en otros modelos vegetales. Para esto, se
utilizo BLASTN 2.2.29+ [204] en la base de datos de la version 12X.2 del genoma de referencia de Vitis vinifera [78]. Todas

las secuencias fueron verificadas mediante un alineamiento por pares en Clustal Omega [85,86].

2.2.5 Alineamiento global de secuencias y analisis filogenético
Los alineamientos multiples de secuencias de proteinas se realizaron en el programa Clustal Omega con pardmetros
predeterminados [85,86]. El andlisis filogenético se realizd con el software MEGA X (version 10.2.2) [87] mediante el método

Neighbor-Joining[88]y la fiabilidad del analisis se evalué con el método de remuestreo Bootstrap usando 1000 repeticiones.

2.2.6 Extraccion de RNA total y sintesis de ADNc

Para la extraccion de ARN total se usé el método propuesto por Reid y colaboradores [205]. La integridad y calidad del
ARN total fueron verificadas electroforéticamente en un gel de agarosa/formaldehido tefido con bromuro de etidio y por
una relacion de absorbancias a 260 nm/280 nm mayor que 195. La concentracion de los acidos ribonucleicos fue
determinada espectrofotométricamente con el equipo Infinite® 200 PRO NanoQuant de TECAN. Las muestras de ARN
seleccionadas para qRT-PCR fueron tratadas con TURBO DNA-free™ Kit TURBO™ de Ambion, y chequeadas por gPCR (o
reaccion RT-) usando partidores para el gen VviGAPDH (VIT_17s0000g10430). Se realizaron cuatro extracciones
independientes para cada estadio. La sintesis de ADNc se llevd a cabo a partir de al menos Tug de ARN purificado con el kit

Superscript First-strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.2.7 Diseio y almacenamiento de partidores para qRT-PCR

Desde las secuencias obtenidas previamente se disenaron partidores especificos para evaluar la expresion relativa
de los genes de estudio. Con la herramienta en linea Primer-Blast [206] se disenaron 10 pares de partidores para cada gen
y se selecciond el mejor par en base a valores de auto-complementariedad y auto-complementariedad en 3’ bajos. La auto-
complementariedad es la probabilidad de que un partidor se una a si mismo y al otro partidor del par; mientras que la auto-
complementariedad en 3, es la probabilidad de que el partidor se una a si mismo y al otro partidor del par en el extremo 3'.
Las puntuaciones altas son un buen predictor de la formacion de dimeros de partidores. La sintesis de partidores fue
realizada por Integrated DNA Tech, Coralville, EEUU. Finalmente, los partidores (Tabla 3) se validaron mediante gPCR con 2yl
de ADNc (25ng/pl) de vid (Material previamente obtenido en el laboratorio). Los partidores liofilizados fueron disueltos en el

volumen necesario de buffer TE (10 mM Tris-Cl, pH 7.5; 1 mM EDTA) para alcanzar una concentracion stock de 100 pM (100

70



pmol/pl). Finalmente, se generaron diluciones a la concentracion de trabajo (10 mM) con agua libre de nucleasas. Las

soluciones stock de partidores se conservaron a -20°C.

Tabla 3. Descripcidn de partidores utilizados en andlisis de expresion relativa.

Secuencia Nombre partidor Partidor Secuencia (de5'a 3') Tm (2C) Tamaiio producto
VVIAP3_F Forward  AGGCAGGTCACCTACTCCAA 56,9
VViAP3 556
VViAP3_R Reverse  GGGCAAATACCGGAGAGCTT 55,3
VViSEPI_F Forward  TTTGTGATGCTGAGGTCGCT 59,9
VViSEP1 490
VViSEPI_R Reverse  TGAGACTGAGCTTGCTGGTG 59,9
VViAGI_F Forward ~ AGTCACCTTCTGTAAGCGCC 60
WiMADS1/AGT 606
VViAGI_R Reverse  GTTTGGTCGTGGCGAGAGTA 60
VViSEP3_F Forward  TGGGGAGAGGTAGGGTTGAG 60
WViSEP3 664
VViSEP3_R Reverse  TCGGGCTGGTATCCGATTTG 599
VViAP1_F Forward  CAAGAGGAGGACTGGGTTGC 60,3
VviAP1 496
VViAP1_R Reverse  CTGCTCCCAATGTGTCTGCT 60,3
WiPI_F Forward ~ AACTCAAGCAACAGGCAGGT 60,1
WiPl 357
WiPI_R Reverse  GCCAATCTCAAGGGCATCCT 60,1
VViMSTFw1 Forward  CCTTCCGTGAAAATGTGGCG 60,1
VviMS1 316
VViMSTRV] Reverse  ATGCTCCTCTCACCCTTCCT 60
VViAMSFwl Forward  GGGTATGATGTTAATTGCAGGAG 57.3
VviAMS 428
VViAMSRVI Reverse  CTGGAATCAGGAGCCCAGTC 59,8
VViBAMIFwW1 Forward  CTTGGTTCCGGGTACTGGTC 60
VviBAMI 188
VViBAMIRV] Reverse  AGCAAACAAGCAGCCCAATG 60
WWiDYTIFw] Forward  GCGGGCATTAGTCCCTATCA 59,3
WiDYT1 164
WIDYTIRVI Reverse  TGGTTTCGCTCCTCTGCTTT 59.9
VVIEMSTFwW1 Forward ~ TCCATTGCCGGAGCAAATCT 60
VViEMST 256
VVIEMSTRV] Reverse  TGACAGCATTGGGAGCTCTG 60
VVISERKIFw Forward  CTCCACCTCCCCCATTTGTC 60
VviSERK1 335
VVISERKIRV1 Reverse  AGCCACAAGAGAACCATCCG 60
VViMYB33/65Fw1 Forward ~ AGGACCCATTGCCTTTTGCT 60,2
VviMYB33 212
VViMYB33/65Rv] Reverse  TGTCCCAGATGGTGGAGACT 59.9
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Tabla 3. Descripcion de partidores utilizados en analisis de expresidn relativa. Continuacion (2)

VviMYBB0/103Fw1 Forward  TTGGAAACGAAGGCGATGGA 60
WiMYB103 184
VviMYBB0/103Rv1 Reverse  TCCCATAGGACGCAGTCTGA 60
VviCDKATFw1 Forward  CTGCTTGGATCACGCCACTA 60,1
WiCDKA;1 108
VviCDKATRV] Reverse  AATCTCCGAGTCCCCAGGAA 59,9
VViFBLI7Fw1 Forward  TAACTGTGGCAGGTGTGGTC 59,9
VviFBLI7 VViFBLT7RVI Reverse  GCAGGTGCGTATATTGCTGE 60 125

2.2.8 Andlisis de expresion cuantitativa de los genes en estudio (qRT-PCR)

La expresion génica se cuantifico mediante PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR). Se consideraron cuatro
repeticiones biologicas (correspondiente a las extracciones independientes) y tres repeticiones técnicas por cada una de
estas, de acuerdo a la metodologia descrita por [41]. Las reacciones se realizaron en un termociclador Mx3000P OPCR
System de Agilent y en todas las reacciones se utilizo el kit Maxima SYBR Green/R0OX gPCR Master Mix de Thermo Scientific
de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Para esto, se considerd un volumen de 2 pl de Master Mix, 250 nM de
cada partidor, 50 ng de cDNA y agua libre de nucleasas hasta un volumen de reaccidn final de 20 pl. La amplificacion fue
sequida de una curva de desnaturalizacion generada mediante la lectura continua de fluorescencia durante un incremento
de temperatura desde 65 °C a 95 °C, que sirvié para descartar muestras con patrones alterados en las curvas de
desnaturalizacion tales como “doble peaks” 0 “peaks con mesetas”, que indican alteraciones en la amplificacion y obtencion
de productos inespecificos (dimeros de primers o amplificacion de mas de un producto). Para determinar la expresion

relativa se utilizo el método 2T [207] y para la normalizacion se utilizo el gen VviGADPH (Locus: VIT_217s0000g10430)

como gen de referencia, probado previamente en el laboratorio.

2.2.9 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en R usando el paquete Remdr (R Commander) version 2.7-1. Luego de verificar
la hipotesis de distribucion normal de las variables evaluadas se realizaron las pruebas estadisticas mediante ANOVA de
una via. Posteriormente, las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey. Letras diferentes
indican diferencias significativas en los niveles de expresion entre las muestras evaluadas (valor-p, 0.05). Los gréficos se

realizaron con el software GraphPad Prism version 9.1.0 en Microsoft Windows 10.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1Las muestras colectadas representan el desarrollo floral desde la etapa E-L12 a E-L19

El crecimiento activo durante la segunda temporada en la vid es notorio y constituye los pasos finales para el desarrollo
de la semilla y frutos. Las muestras colectadas representan un momento del desarrollo floral en vid desde una
inflorescencia de 2 cm, en brotes de aproximadamente 13 cm de longitud con 6 hojas separadas en promedio; hasta
inflorescencias de 10 cm, en brotes de 56.6 cm con 13 hojas separadas en promedio (Tabla 4). Esto indica que durante los
casi 30 dias de seguimiento las inflorescencias crecieron en promedio cinco veces su tamao y los brotes crecieron mas
de cuatro veces. A su vez, el nimero de hojas separadas se duplic, probablemente para solventar los requerimientos de
fotosintatos que requiere el desarrollo floral y frutal. Comparando las etapas descritas en el sistema E-L, se propone que
la muestra 1 corresponde a la etapa E-L12 y la muestra 8 corresponde a la etapa E-L19. Entre estas, el set de muestras

obtenidas representa las etapas E-L13, E-L14, E-L15, E-L16, E-L17 y E-L18 del desarrollo en vid.

Tabla 4: Resumen de las variables fenotipicas y las etapas del sistema E-L propuestas para el set de muestras del estudio. Todas las

fechas corresponden al afio 2018.

Muestra S1 $2 $3 Sh S5 S6 S7 S8
Fecha de muestreo 16-oct 16-oct 23-oct 31-oct 31-oct 08-nov 08-nov 15-nov
Tamafio 2 3 45 6 7 8 9 10

Inflorescencia (cm)

largodebrotecm 00 87(41)  265(5)  409(85)  398(0)  463(32)  485(8)  566(5])

(SD)
N° de hojas separadas

(sD) 6(0.4) 7(0.8) 9(0.8) 10(0.8) 10(0.9) 10(10) 12(1) 13(1.3)
Etapa E-L propuesta 12 13 14 15 16 17 18 19

2.3.2 El desarrollo del polen se observa desde la etapa E-L13 a E-L16

Se determinaron diferentes etapas de la meiosis del polen | y Il basandose en la organizacion de los cromosomas en
nucleos marcados con DAPI. En E-L12, es posible distinguir la inflorescencia, pero las flores individuales estan conformando
grupos compactos. Las anteras en esta etapa aln no se desarrollan completamente por lo que las células al interior alin

corresponden a tejido esporofitico.
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Figura 19 (Pagina anterior). Etapas del desarrollo del microgametofito identificadas en el cultivar ‘Carmenere’. Las diferentes etapas de
la meiosis fueron identificadas en células obtenidas por vaciado de anteras. Los paneles A, C, E, G, |, K, My 0 fueron tomadas en campo

claro, mientras que los paneles B, D, F, H, J, L, N, P ala fluorescencia de 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). CMP, células madres del polen.

En E-L13 las flores individuales aumentan de tamafio lo que permite la identificacion y diseccion de anteras con mayor
facilidad. En esta muestra, el contenido de las anteras vaciadas corresponde mayoritariamente a CMP (Figura 19. A-B). En
estas células, la cromatina se presenta descondensada, presumiblemente debido a una alta actividad transcripcional
propias del desarrollo (Figura 19. B). Ademas, es visible la capa de callosa caracteristica de este tipo celular (Figura 19. A).
Entre E-L14 y EL-15, se identificaron distintas fases de la meiosis lo que da cuenta de que la microgametogénesis esta
ocurriendo en estas etapas (Figura 19. C-L). Las células en profase | tienen un aspecto similar a las CMP en campo claro
pero la cromatina al interior del ntcleo comienza a condensarse, siendo notorio en las células en diacinesis (Figura 19. E-
F). Las células en metafase | presentan cromosomas homalogos alineados en un plano ecuatorial del huso, constituyendo
probablemente la placa metafasica (Figura 19. G-H). No fue posible detectar células en anafase | al menos en las muestras
observadas. Por su parte, las células en telofase | presentan la polarizacion de los cromosomas a los extremos de la célula,
donde probablemente se esta desarrollando la envoltura de los nuevos nacleos. En Figura 19. I-J las células estan en telofase
previo a la division del citoplasma (citocinesis), lo que se puede observar en campo claro. De la meiosis Il solo fue posible
identificar células en anafase Il (Figura 19. K-L), las que se caracteriza por los cromosomas migrando a los polos. En Figura
19. L se pueden abservar tres de los cuatro nucleos, debido a que el cuarto se encuentra fuera del plano focal. En las flores
de E-L15 también se observaron células en tétradas de microsporas (Figura 19 M-N), donde la cromatina presenta un estado
descondensado, probablemente debido a la actividad transcripcional que se desarrolla durante la microgametogénesis. En
el estado de tétradas de microsporas, las células estan rodeadas de una pared de callosa, posteriormente las microsporas
se liberan y maduran individualmente (con rondas de division y diferenciacion) hasta la formacion de GPM. No se
encontraron estadios intermedios entre el estado de tétradas y GPM. En E-L16 se encontraron mayoritariamente GPM (Figura
19. 0-P), que se caracterizan por no presentar la pared de callosa y una pared del polen notoria en campo claro. En estas
células, ademas se observa un nicleo de mayor tamano y uno de menor tamano correspondiendo probablemente al nicleo

de la célula vegetativa y germinativa respectivamente.

Basado en las observaciones descritas, contrastado con las etapas del sistema E-L evaluadas (Tabla 5), se propone
que el desarrollo del polen en Vitis vinifera cv. ‘Carmenere’ ocurre entre las etapas E-L12 al E-L15, donde si bien no se
observaron todas las fases de las distintas divisiones celulares, se logré detectar los estados tempranos y finales del
proceso dando cuenta del momento del desarrollo floral en que se esta llevando a cabo el desarrollo del gametofito

masculino.

75



Tabla 5: Fases observadas por microscopia de fluorescencia en las muestras de estudio

EtapaE-L Fases observadas
E-L12 CMP
E-L13 CMP
E-L14 CMP, MICROESPOROGENESIS
E-L15 MICROESPOROGENESIS, TETRADA, GPM
E-L16 TETRADA, GPM
E-L17 GPM
E-L18 GPM
E-L19 GPM

2.3.3 Los genes evaluados presentan en algunos casos, patrones de expresion coherentes con el desarrollo del

El control de los procesos fisioldgicos mediante regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional es clave para
el desarrollo tejido especifico y la interaccion con el ambiente. La integracion de estimulos ambientales y la expresion de
genes de respuesta es controlada por factores de transcripcion, actuando como interruptores moleculares de cascadas
requlatorias. En este trabajo se realizd la bisqueda de un set de genes en el genoma de la vid, basandose en las secuencias
de genes reportados en el genoma de Arabidopsis [208] y utilizando las secuencias predichas en la version 12X.v2 [78] del
genoma de referencia 12X PN40024 [133] de la vid. Con esta bisqueda, se identificaron 6 genes homéoticos y 10 genes
vinculados al desarrollo de anteras y polen. De estos 10, 3 fueron agrupados como de expresion temprana, 3 de expresion
en tapetum y 4 como genes relacionados a la microgametogénesis. La nomenclatura de los genes seleccionados (basada
en[209,210]y en la nomenclatura usada en los diferentes articulos relacionados), el ID en el genoma 12X.v2 PN40024 junto
con el putativo ortdlogo de arabidopsis se detalla en la tabla 6. Se realizd un analisis filogenético con secuencias traducidas
de aminodacidos, para comprender las relaciones filogenéticas entre los genes evaluados y genes ortélogos de otras
especies (Figura 20). En términos generales, la estructura primaria de las proteinas es conservada entre grupos de
proteinas lo que confirma la estructura de los genes seleccionados. Las proteinas de vid suelen agruparse mayormente con

proteinas de especies leiosas como alamo, cacao (Theobroma cacao L.) 0 papaya (Carica papaya L.).

El primer grupo de genes considerados en el presente estudio es representado por los genes homeéticos que
participan del modelo (A)B(C). Todos ellos presentaron dinamicas de expresion en las muestras evaluadas (Figura 21). La

acumulacion de transcritos de VviAPT decrece conforme avanza el desarrollo del polen.
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Tabla 6: Genes evaluados en analisis de expresion génica

Grupo Gen PN40024 12X.v2 Mejor match en arabidopsis
WiAP1 VIT_01s0011g00100 AT1669120, AP1/AGL7
WiAP3a VIT_18s0001g13460 AT3654340, AP3/ATAP3
WiPl VIT_18s0001g01760 AT5620240, PI
Genes homedticos
WiAGT VIT 1250142900360 AT3658780, SHP1/AGL1
WiSEPT VIT_14s0083g01050 AT5615800, SEP1/AGL2
WiSEP3 VIT_01s0010g03900 AT1624260, SEP/AGLY
VviBAMI VIT_00s1353g00010 AT5G65700, BAM1
Expresion temprana VVIEMST VIT_16s0100g00710 AT5607280, EMS!
VViSERK1 VIT_18s0164900070 AT1671830, SERK1
WiDYT1 VIT_12s0034g01030 AT4621330, DYT1
Desarrallo tapetum WiMYB33 VIT_13s0067g01630 AT5G06100, MYB33
MYBI03 VIT_19s0015g01280 AT5G56110, MYB103
VviAMS VIT_03s0038g02540 AT2G16910, AMS
Microgametogénesis WiMS1 VIT_01s0011g06390 AT5622260, MST
VviCDKAT VIT_15s0045g00310 AT3648750, CDC2/CDKA1
VviFBL17 VIT_07s0141g00330 AT3G54650, FBLT7

Similar tendencia se aprecia en la dinamica de VviSEPTy VviSEP3, ambos genes de clase E (Figura 21. A). Los genes de
clase B(VviAP3y VviPl) tienen una dinamica de acumulacion de transcritos que tiende a aumentar progresivamente hasta
|la etapa E-L16, luego desde la etapa E-L17 disminuye considerablemente (Figura 21. B). Finalmente, el gen VviAG, de clase C,
presenta un aumento progresivo hasta el estado E-L16, luego desciende de manera similar a los genes de clase B (Figura
21.C). Dado que APTtiene la funcion de reprimir la expresion de AG (y viceversa), es esperable que los perfiles de expresion
de VviAP1y VviAG se comporten de manera contraria (a medida que los genes clase A aumentan su expresion, los de clase
C disminuyen). Esto puede deberse a la funcién de represion mutua reportada entre ambas clases de genes, aunque hacen
falta analisis de expresion verticilo-especifica para confirmar dicha afirmacion. Por otro lado, la expresion de VviSEPTy
VviSEP3 se mantiene relativamente constante durante las primeras etapas evaluadas, lo que puede deberse a la capacidad
de los factores de transcripcion SEPALLATA de formar complejos con los diferentes factores homedticos en todos los

verticilos del meristema floral.

La expresion del gen VFL (el hortélogo en vid de AtLFY) no fue evaluada debido a que los patrones de expresion espacio-
temporal previamente reportados [211] indican que su expresion es mayoritariamente durante las primeras etapas de la

sequnda temporada de crecimiento, es decir inmediatamente después de que se rompe la dormancia. El gen SPL/NZZ no
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ha sido reportado en la vid y la bisqueda por identidad de secuencias no permitid identificar algin ortélogo en su genoma.
El putativo ortélogo VviEXS/EMST presenta los mayores niveles de expresion en muestras mas tempranas (E-L12 y E-L13),
descendiendo notoriamente desde E-L14 en adelante (Figura 22. A). Otros genes que codifican para receptores-quinasas
involucrados en este proceso fueron identificados en la vid, de los tipos LRR-RLK, BAMTy BAM2 solo se identifico un posible
ortdlogo para BAMI, denominado VviBAMI. BAM1 y BAMZ2 participan en el desarrollo temprano de la antera durante el
establecimiento de las diferentes capas celulares en arabidopsis. VviBAMI mantuvo niveles similares de expresion durante

E-L12 a E-L17, disminuyendo luego notoriamente en E-L18 y E-L19 (Figura 22. A).
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Figura 20. Relaciones filogenéticas entre los genes de estudio y genes ortdlogos. Se construyeron arboles filogenéticos usando el
método NJ, y un test de bootstrap con 1000 repeticiones utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos de longitud completa.
Seindica la estructura primaria de estas proteinas junto con los dominios conservados sefialados con colores. Relaciones filogenéticas
entre (A) LRR-RKLs, (B) R2R3MYB y (C) proteinas bHLH. En (D) se observa la estructura primaria de MS1 de arabidopsis y la vid. Tc, T.
(Continuacion pagina anterior) cacao; Cr, Capsella rubella Reut.; Bn, Brassica napus L.; Mt, Medicago truncatula Gaertn.; Gm, G. max; Al,
Arabidopsis lyrata (L.) 0'Kane & Al-Shehbaz; Pt, P. trichocarpa; Cc, Citrus sinensis (L.) Osbeck; Cp, C. papaya; Pp, Prunus persica (L.) Batsch;

Pv, Phaseolus vulgaris L.; Prd, secuencia predicha.
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Figura 21. Expresion de genes homedticos durante el desarrollo floral en la vid. A: Expresion relativa de genes homeoticos con funcion
(A). B: Expresion relativa de genes con funcion B. C: Expresion relativa de genes con funcin (C). Los niveles de transcrito fueron
normalizados a la expresion de VviGAPDH. Los bigotes representan el error estandar de la media (SEM) de cuatro replicas bioldgicas y
tres técnicas. El eje X representa etapas del desarrollo de inflorescencias completas. Las diferencias significativas (valor p, 0.05) en la
expresion entre muestras es indicada con letras diferentes (Prueba de Tukey). D: Modelo (A)B(C) para facilitar la interpretacion de los

resultados. E: Detalles de las muestras usadas en el analisis y su correspondiente etapa en el sistema E-L.

La dinamica de expresion de VviBAMI se mantiene constante durante todo el desarrollo del polen (E-L12 a E-L16),
persistiendo incluso en las muestras en que se observé GPM (E-L17) (Figura 22. A). Esto sugiere que, en la vid, el
establecimiento de las capas celulares de anteras es requlado de manera diferente a lo reportado en arabidopsis; y que,
VviBAMI podria estar participando en otros procesos del desarrollo floral. De todas maneras, estas afirmaciones deben ser
validadas con aproximaciones experimentales. De manera similar, de los LRR-RLKs con participacion temprana en el
gametofito masculino SERKTy SERK2, solo se identificé un posible ortélogo para SERK], denominado VviSERK]. Este gen
presenté una mayor acumulacion de transcritos en la muestra mas temprana evaluada (E-L12), descendiendo gradualmente

con el desarrollo hasta E-L17, para luego disminuir notoriamente en E-L18 y E-L19 (Figura 22. A). Esta dindmica no permite
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proponer una funcion para VviSERKT similar a lo reportado para SERKTy SERK2 en arabidopsis. La ausencia en el genoma
de la vid de posibles ortélogos para BAM2 y SERK2 sugiere que los procesos bioldgicos donde participan estos receptores

quinasa varian entre ambas especies.
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Figura 22. Expresion de genes que putativamente participan del desarrollo del polen, durante el desarrollo floral en la vid. El grupo de
genes fueron agrupados en genes (A) de expresion temprana, (B) relacionados con la microgametogénesis y (C) relacionados con el
desarrollo del tapetum. Los niveles de transcritos fueron normalizados a la expresion de VviGAPDH. Los bigotes representan el error
estandar de la media (SEM) de cuatro replicas bioldgicas y tres técnicas. El eje X representa etapas del desarrollo de inflorescencias
completas. Las diferencias significativas (valor p, 0.05) en la expresion entre muestras es indicada con letras diferentes (Prueba de
Tukey).

Respecto a FT vinculados al desarrollo de anteras y polen, se identificé en la vid un posible ortélogo al gen que codifica
para el FT de tipo bHLH DYT1, denominado VviDYT]. Este gen se expresa crecientemente desde E-L12, alcanzando el mayor
nivel de acumulacion de transcritos en E-L14 (Figura 22. B). Mediante microscopia, se observo que en E-L14 el contenido de
anteras se encontraban como CMP y en algunos casos entrando a meiosis. La expresion de VviDYT1 en este estado es casi
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5 veces la detectada en E-L13, lo que sugiere que durante esta etapa cumple su funcion reguladora y se asemeja a lo
observado en arabidopsis para el gen DYTI. VviAMS, otro gen que codifica para un FT tipo bHLH, concentra su expresion
entre E-L14 y E-L16 con un peak en E-L14 (Figura 22. C). En arabidopsis, AMS tiene una expresion bifasica en células del
tapetum, con un peak inicial durante la meiosis del polen y luego durante el desarrollo de la pared del mismo [212]. VviAMS
por su parte, presenta un peak en el momento de la meiosis del polen para luego descender durante todo el desarrollo del
polen hasta el momento en que solo se observan GPM. Esto sugiere que entre VviAMS y AMS de arabidopsis se conserva la

funcion requladora del desarrollo.

FTs del tipo MYB también han sido vinculados a estos procesos, por lo que se evalug la expresion de los posibles
ortélogos de AtMYB33 y AtMYB8O, denominados VviMYB33 y VviMYB8O respectivamente. En arabidopsis, la expresion de
MYB80 es prominente en anteras al finalizar la meiosis, cuando se observan tétradas de microsporas. Luego, su expresion
continta siendo detectada hasta el momento en que se inicia la degradacion del tapetum, controlando genes que regulan
la muerte celular programada de este tejido [213]. El ortélogo de vid VviMYB80 ya ha sido reportado y su expresion en
cultivares de uva de mesa se observa durante todas las etapas del desarrollo del polen pero con un peak marcado en el
estado de tétradas de microsporas [214]. En este analisis, VviMYB80 presentd expresion basal en las primeras etapas
evaluadas (E-L12 a E-L14)(Figura 22. B). Luego, en E-L15 alcanz6 un peak de expresion, que disminuyd en E-L16y E-L17 hasta
volverse imperceptible desde E-L18. En la etapa E-L15 se observd la mayor cantidad de estados del desarrollo del gametofito
masculino, con células en meiosis (microesporogénesis), tétradas de microsporas, y GPM. En esta etapa, estarian
ocurriendo simultaneamente los procesos de microesporogénesis y microgametogénesis de manera asincronica en el
racimo, por lo que la dindmica de expresion de VviMYB80 sugiere que la funcion de este gen es conservada entre ambas
especies y confirma que el estado E-L15 representa un momento clave del desarrollo del polen en la vid. MYB33 por otro
lado, presenta expresion en anteras, predominantemente en tapetum durante la meiosis del polen en arabidopsis. El
analisis de expresion detectd acumulacion de transcritos de VviMYB33 en todas las etapas evaluadas, presentando los
mayores niveles entre E-L14 y E-L16 con el peak en esta Ultima etapa (Figura 22. B). Estos resultados sefialan similitudes
entre los patrones de expresion de AtMYB33 y VviMYB33 ya que entre E-L14 y E-L16 se observd la meiosis del polen, pero en

el caso de VviMYB33 su mayor nivel de expresion lo alcanza mas tarde en comparacion con AtMYB33.

Otro FT involucrados en el desarrollo del polen en arabidopsis es MST. En la vid, se encontré una secuencia denominada
VviMS1. La expresion de este gen en arabidopsis se detecta en etapas tempranas del desarrollo de anteras, presentando su
peak durante la etapa de liberacion de microsporas (posterior a la meiosis del polen). En el caso de VviMST, la expresion en
etapas tempranas es basal (de E-L12 a E-L14) y luego aumenta considerablemente entre E-L15 a E-L17 alcanzando
magnitudes 200 veces mayor a los estados anteriores (Figura 22. C). Es en estas etapas donde se observo

microesporogenesis y tétradas de microsporas, lo que sugiere un retardo en la expresion de VviMST en comparacion al
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ortélogo de arabidopsis. Este resultado puede indicar que VviMSTy AtMST tienen funciones similares en el desarrollo del
tapetum pero que ademas VviMST podria estar participando de eventos posteriores (en base al aumento considerable de

acumulacion de transcritos entre E-L15 y E-L17).

Finalmente, se identificaron dos posibles ortélogos de componentes de la maquinaria del ciclo celular con
participacion en la division mitética de la linea germinativa (VviCDKA;Ty VviFBL17 como posible ortdlogo de CDKA;Ty FBL17
de arabidopsis respectivamente). En arabidopsis, el gen CDKA;1 es expresado durante la gametogénesis masculina en las
etapas de polen bicelular y tricelular. En la vid, si bien se detectd acumulacion de transcritos en todas las etapas evaluadas,
no fue posible determinar un patron claro de expresion dado que VviCDKA;T se expreso a niveles similares en todas las
muestras (Figura 22. C). Esto podria deberse a que la proteina quinasa VviCDKA;1 participa en la requlacion de otros procesos
en la vid, diferentes a lo reportado en arabidopsis. VviFBL17 en cambio, present6 un peak de expresion en la etapa mas
temprana evaluada (E-L12), disminuyendo gradualmente con el desarrollo floral (Figura 22. C). Este gen en arabidopsis se
expresa durante la mitosis del polen, ya que FBL17 participa marcando inhibidores de ciclinas dependientes de quinasa
para su degradacidn, permitiendo la actividad de quinasas como CDKA;1. Estos resultados sugieren que al menos en la vid,
este proceso no esta requlado especificamente por las proteinas mencionadas, por lo que queda aln dilucidar este

mecanismo en la especie de estudio.

2.4 DISCUSION

El desarrollo floral y sus etapas en la vid ha sido revisado y discutido en algunos articulos [17,149,215]. Este proceso
puede ser dividido en lainiciacion de inflorescencias, durante la primera temporada de crecimiento y luego en la formacion
floral, llevada a cabo durante la sequnda temporada de crecimiento. Las inflorescencias se inician en la yema latente
durante el verano del primer ano, continuando la formacion floral luego de un periodo de dormancia. Un rasgo tipico de la
vid es la formacion simultanea de primordios de érganos tanto vegetativos como reproductivos por el mismo apice [17].
Durante la primavera siguiente se produce la formacion floral, precedida por la activacion de todas las estructuras en la
yema latente. El desarrollo sucesivo de drganos florales es simultaneo y asincrénico en cada flor de la inflorescencia, con
un orden de aparicion de érganos similar al comln de las angiospermas. En primer lugar, aparecen cinco sépalos
componiendo el caliz y luego cinco pétalos formando la corola, sequido de cinco estambres y dos carpelos que constituyen
el androceo y gineceo respectivamente [216]. Durante su crecimiento, los pétalos cubren los sépalos que se degeneran y
se unen en su parte superior para formar el sombrero o capuchén que protegera los 6rganos reproductivos. EI capuchon

se desprende en la etapa de antesis como consecuencia de la elongacion del filamento de estambres [149].

Debido a la complejidad de la inflorescencia y la formacion de flores en la vid, algunos autores han descrito fases

sucesivas para proporcionar una escala del desarrollo reproductivo. Lorenz & colaboradores [200] y Coombe [201]
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resumieron el desarrollo reproductivo en etapas sucesivas codificadas por nimeros del 0 al 47 segun las caracteristicas
de la inflorescencia externa. Parte de este desarrollo es descrito en [215], contrastado con las etapas E-L. Luego de que la
yema brota en primavera, la hoja que acompana la inflorescencia se expande en E-L09 y la inflorescencia ya es distinguible
en layema a partir de E-L12 y se separa totalmente del brote anual en la etapa E-L15. Las flores en esta etapa se observan
en clusters, que se separan progresivamente por elongacion del pedinculo floral. Las inflorescencias del cultivar
‘Carmenere’ en E-L12 miden en promedio 1cm, con flores agrupadas en pequenos clusters que hacen dificil la diseccion de
flores individuales. Debido a limitaciones técnicas no fue posible observar el contenido de anteras, las que presentan forma
redondeada en esta etapa (Basado en observaciones al microscopio estereoscdpico). Es probable que esto se deba a que
la antera se encuentra en un estado temprano del desarrollo compuesta por tejido esporofitico. Lebon y colaboradores
[217] observaron mediante microscopia secciones de anteras en los cultivares ‘Gewurztraminer’ (6W) y ‘Pinot Noir' (PN) en
distintos estados del desarrollo. En la etapa E-L12 identificaron células espordgenas en las anteras de ambos cultivares, al
igual que lo propuesto en este trabajo para el cultivar ‘Carmenere’. En la etapa E-L21 es cuando comunmente ocurre la
antesis, que continua durante una semana aproximadamente. Las etapas posteriores se determinan en base a la pérdida
del capuchdn, marcandose las etapas E-L23 como floracion completa o full bloom (cuando el 50% de los capuchones
florales han caido de la inflorescencia) y E-L25 cuando esta variable alcanza el 80%. Desde E-L27 en adelante se describen
diferentes etapas del desarrollo frutal a partir de los 6vulos fertilizados. Como se indica, estos marcadores morfoldgicos
no dan cuenta con precision del desarrollo interno de drganos reproductivos, los que podrian variar entre cultivares
[218,219] o verse afectados por fluctuaciones de factores ambientales (como luz y temperatura) en momentos claves del
proceso [220]. Esto quiere decir que la cinética del desarrollo reproductivo masculino es dependiente del cultivar y no
necesariamente sincronica con la escala del desarrollo E-L. Ejemplo de esto se reporta en [219], quienes observaron que
la ontogénesis de los drganos masculinos y femeninos no es sincrénica entre plantas de cultivares GW y PN cultivadas en
el mismo vifiedo. Tanto la meiosis masculina como femenina ocurren aproximadamente una semana antes en PN que en
GW. En PN, la meiosis ocurre entre E-L12 y E-L15 en anteras [215,219]. Las observaciones en ‘Carmenere’ posicionan este
proceso entre E-L13 y E-L16, lo que sugiere un desfase del desarrollo reproductivo entre ambos cultivares. Los factores
ambientales y sus fluctuaciones en los distintos lugares de cultivo podrian también colaborar con las diferencias
observadas, por lo que mas estudios son necesarios para confirmar esto (que no fueron parte de este trabajo de tesis por
escaparse del foco del estudio). Por su parte, la variable vegetativa “nimero de hojas abiertas en el brote” en ‘Carmenere’
presentd también diferencias con lo reportado en PN [201], las que pueden ser explicadas, como se indicd anteriormente,

por las diferencias entre cultivares y variaciones en los factores ambientales especificos de los lugares de cultivo.
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2.4.1 Predecir eventos claves de la floracién utilizando modelos fenoldgicos

El estudio de los ciclos de vida (o fenologia) y su conexion con el clima, juega un papel destacado en los modelos
agricolas y de simulacion de ecosistemas locales, regionales y globales [221].Conocer la sincronizacion anual de las etapas
del desarrollo con los factores ambientales y su variabilidad puede ayudar a la toma de decisiones en el manejo de cultivos
siendo la base para mejorar el tiempo de aplicacion de plaguicidas, asi como la fertilizacion, el riego y las operaciones de
cosecha [222]. En viticultura, los modelos fenoldgicos han sido exitosos para una variedad de aplicaciones, como la
planificacion mas eficiente de la cosechay las practicas viticolas [223], la prediccion de la vulnerabilidad a los atagues de
plagas y la seleccion de cultivares en nuevas areas de cultivo [221]. Ademas, combinados con escenarios de cambio
climatico han permitido proyectar el impacto de este sobre la fenologia de la vid [224]. Entre los modelos disponibles,
algunos permiten predecir un nimero limitado de etapas de crecimiento como brotacion [225], floracion o envero [226],
mientras que otros permiten predecir todo el desarrollo fenoldgico de la vid (desde brotacion hasta cosecha) [227-229].
Por una parte existen modelos fenoldgicos especificos para predecir un nimero limitado de etapas de crecimiento de la
planta, como brote, floracion o envero [225,226], mientras que otros se desarrollaron para predecir todo el desarrollo
fenologico de la vid (desde la brotacion hasta la cosecha), siendo importantes para la aplicacion de pesticidas durante el
crecimiento vegetativo o el inicio de la floracion [227-229]. En ambos enfoques, se utilizan las escalas fenoldgicas (como
el sistema E-L) para desarrollar modelos matematicos que incorporan la fenologia como variable cuantitativa. Sin embargo,
ninguno de estos modelos ha sido utilizado para predecir eventos del desarrollo interno de la flor como la meiosis del polen,
teniendo en cuenta que la meiosis es un punto clave en la reproduccion sexual. Las anteras muestran una sensibilidad
particular en esta etapa a varios tipos de estrés, especialmente aquellos que conducen a cualquier forma de privacion de
carbohidratos [215], por lo que predecir el momento en que ocurre este evento podria aportar en la planificacion de las
practicas viticolas. Los resultados obtenidos en el cultivar ‘Carmenere’ podrian colaborar a enriquecer dichos modelos
fenoldgicos mediante la coordinacion de los eventos observados por microscopia, las escalas fenoldgicas disponibles y

variaciones de factores ambientales.

2.4.2 Regulacion del desarrollo reproductivo en la vid

El andlisis de la red molecular que controla las diferentes etapas del desarrollo reproductivo en la vid se ha basado en
la identificacion y analisis funcional de genes ortologos de los correspondientes genes de arabidopsis [17,44]. Mediante
esta estrategia, un grupo de genes ha sido aislado y relacionado con procesos especificos 0 etapas del desarrollo
reproductivo sobre la base de su expresion génica sitio-temporal especifica. Sin embargo, la informacion sobre su funcion
bioldgica en la vid es aln escasa. Ademas, no hay evidencia de que las vias requladoras de la floracién conocidas en
cruciferas y especies de cereales sean compartidas con la vid. Sin embargo, los genes homélogos de arabidopsis o genes

de cereales implicados en esas vias se pueden encontrar en el genoma de la vid.
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Con respecto a los integradores de senales de floracion, tres miembros putativos de la subfamilia SOC1/AGL20 de
factores de transcripcion MADS-box [230] estan presentes en el genoma de la vid [1]. Uno de ellos, VvMADS8, ha sido
caracterizado con mas detalle [38]. La expresion de VvMADS8 es mayor durante las etapas mas tempranas del desarrollo
de lainflorescencia y disminuye en las etapas posteriores del desarrollo de la flor. Ademas, no se detecta en flores y frutos
maduros, aunque se expresa ligeramente durante el desarrollo del zarcillo. También se han caracterizado genes homdlogos
al que codifica para el integrador de senales de floracion FT de Arabidopsis [38,231]. En el genoma de la vid existen seis
genes que podrian pertenecer a la familia de genes FT/TFL1y cinco de ellos han sido caracterizados [232]. Entre ellos, la
expresion de VvFT (el ortélogo de FT mas prabable) se asocia con la induccion floral estacional en yemas latentes y con el
desarrollo de inflorescencias, flores y frutos. Ninguno de los genes integradores de sefales de floracion fue evaluado en el

cultivar ‘Carmenere’, dado que su funcion temprana se escapa del foco de estudio.

También, se han caracterizado en la vid los homélogos de los genes de identidad del meristema floral APTy FRUITFULL
(FUL) de Arabidopsis con los nombres de VAPTy VFUL-L [233]. VFUL-L y VAPT se expresan muy temprano en el anlage y
mantienen su expresion en los drganos derivados desde este meristema (que pueden ser zarcillos o inflorescencias). AP1
se identificd inicialmente como un gen de clase A involucrado en la identidad de sépalos y pétalos [32,234], y se demostro
que FUL juega un papel en el desarrollo de carpelos y frutos [235]. Al igual que sus homélogos de arabidopsis, VAPTy VFUL-
L se expresan a lo largo del desarrollo de las flores, lo que sugiere que podrian desempenar un papel en la especificacion
de la identidad de los 6rganos florales. En el cultivar ‘Carmenere’, el gen VAPT present¢ una dinamica descendente con el
mayor nivel de acumulacion de transcritos en las etapas mas tempranas evaluadas (Figura 21. A). No se determind la
expresion de VFUL-L debido a que, basados en la literatura disponible, este gen participa en las etapas iniciales del

desarrollo floral, pero no participaria del desarrollo de anteras y polen.

En esta linea, también se han caracterizado genes de identidad de drganos de flores en la vid. Todos pertenecen ala
familia de factores de transcripcion MADS-box y son homdlogos de los genes de funcién By (C) (o de funcion B, C,y Dy E
en base al modelo anterior). En la vid, tres homélogos de genes de funcion B se han caracterizado como VvMADSI (VvPI),
V/vAP3'y VvTM6 [45,236] y podrian representar a todos los miembros de esta subfamilia. La expresion de los tres genes se
detecta en pétalos y estambres. VvTM6 se expresa mas ampliamente en los drganos reproductores y también se ha
detectado en carpelos, frutos y semillas. Segun lo propuesto por Poupin et al. [45], la expresion diferencial entre VvAP3 y
V/vTM6 sugiere una posible subfuncionalizacion de este gen homedtico (AP3) en la vid. Huang y colaboradores [237]
identificaron en pak-choi (B. rapa ssp. chinensis) el gen BcAP3, que codifica para una proteina con dominio MADS-box,
putativo ortélogo de AP3 de Arabidopsis. La transcripcion de BcAP3 solo se detect6 en flores, lo que sugiere su participacion
en el desarrollo floral. La sobreexpresion de BcAP3 en arabidopsis resultd en anomalias del desarrollo de anteras y polen,

provocando esterilidad masculina. En el cultivar ‘Carmenere’, la expresion de VviAP3 se detectd durante el desarrollo floral
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con niveles de expresion similares hasta E-L16, cuando presenta una tendencia a disminuir (aun cuando estas diferencias
no sean estadisticamente significativas) (Figura 21. B). El momento en que esta tendencia se observa concuerda con la
etapa en que concluye la meiosis del polen, lo que sugiere que VviAP3 podria ser parte de la red regulatoria de este proceso.

Sin embargo, hace falta una mayor caracterizacion de este gen y su funcion en el desarrollo floral de la vid.

Aungue tienen diferentes funciones en la determinacion de la identidad floral, los genes de funcién (C) (o funcion C +
funcion D + funcion E), forman un clado de MADS-box monofilético conocido como la subfamilia AG. De estos, se han
reportado dos putativos ortdlogos en vid. VvMADST, (renombrado VviAGT) presenta la mayor identidad de secuencia
comparado con SHP1/2y se expresa en los dos verticilos florales internos durante el desarrollo floral y durante el desarrollo
de la baya [49,238]. VviAG2 también pertenece a esta subfamilia y los andlisis de expresion en el cultivar ‘Pinot noir’
indicaron una acumulacion de transcritos relativamente alta en las primeras muestras evaluadas en ese trabajo (14 y 1
dias pre-antesis), especificamente en anteras y filamentos [210]. En el cultivar ‘Carmenere’, se evalud la expresion de
V/viMADS1/AGT presentando una dinamica creciente (con un peak en E-L16), para luego decrecer en las etapas posteriores
evaluadas (Figura 21. C). Esta dinamica muestra una tendencia similar a lo reportado por [210], considerando que las
muestras evaluadas en ese articulo representan un rango del desarrollo menor en comparacion al evaluado en este trabajo.
Sin embargo, es necesario determinar la expresion drgano especifica de VviMADST/AGT durante el desarrollo para avanzar

en la comprension de su participacion especifica en el desarrollo reproductivo en el cultivar ‘Carmenere'.

Finalmente, hasta ahora se han caracterizado dos genes VvMADS2y VvMADS4 y presentan putativa homologia con SEPT
y SEP3, respectivamente [50]. VVMADS? se expresa temprano durante el desarrollo de la inflorescencia hasta la antesis y
pueden detectarse en los tres verticilos internos de la flor. Una dindmica de expresion similar se reporto para VvMADS4 en
[50], la que ademas se detecta durante el desarrollo del fruto. En Palumbo y colaboradores [210] evaluaron también la
expresion de ambos genes, reportando que VviSEPT se expresa en todos los verticilos mayoritariamente durante las
primeras etapas evaluadas (14 y 11 dias pre-antesis) y se vuelve indetectable después de ocurrida la fecundacion. El gen
VviSEP3, presenta un patrén menos claro durante el desarrollo floral destacando su expresion post-antesis en ovarios y
embrion (Figura 21. A), lo que concuerda con la observacion previa realizada por Boss y colaboradores sobre este gen
(VwMADS4 en [50]).

Del grupo de 10 genes estudiados que putativamente participan en el desarrollo especifico de anteras y polen
conocidos en arabidopsis, 3 de ellos (SERK1/2, MYB80 y CDKA:1) han sido previamente caracterizados en la vid, siendo
vinculados a diferentes procesos. De estos, solo VvMYB80 fue relacionado al desarrollo de anteras [214], mientras que los
genes VvSERK (VvSERK], VWSERK2, VvSERK3) fueron vinculados a la embriogénesis somatica de la vid [239]y el gen VviCDKA;T
fue estudiado en el contexto de la reqgulacion de la endodormancia requlada por ABA [240]. Por lo tanto, este trabajo es el

primer reporte de la expresion relativa de los genes VviBAMI, VviEXS/EMST, VviTPD1, VviDYTI, VviMYB33, VviAMS, WviMST,
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VViFBL17, VvSERKT y VviCDKA:T en el contexto del desarrollo reproductivo de la vid. Sin embargo, como se indico
anteriormente, son necesarios mayores analisis para comprobar la hipétesis de conservacion de la funcién bioldgica de
estos genes ortdlogos entre arabidopsis y la vid. El sistema modelo vegetal elegido por excelencia para el estudio de la
regulacion molecular del desarrollo reproductivo es arabidopsis. El conocimiento obtenido de este modelo ha sido
transferible, en muchos casos, a cultivos como plantas herbéaceas, anuales y facultativas de dia largo [241]. Sin embargo,
muchos cultivos horticolas (incluyendo a la vid), son plantas perennes lefiosas que no necesariamente responden de
manera similar a los estimulos de floracion internos y externos con respecto a arabidopsis. De hecho, el proceso de
floracion es bastante diferente entre estas especies. Por lo tanto, para comprender y luego controlar la floracion de la vid
(y con eso el desarrollo de las bayas) se deben adaptar los modelos de floracién generados con el trabajo realizado en

arabidopsis mediante la identificacion de las diferencias entre este modelo y la vid.

Si bien el objetivo de este trabajo no era la caracterizacion de los genes evaluados, representa un marco para
investigacion futura de aquellos genes que aun no han sido estudiados en la vid y genera la oportunidad de comprender
los mecanismos de requlacion del desarrollo del polen con elementos especificos de esta especie. Por otra parte, la
aproximacion molecular permitié complementar las observaciones realizadas por microscopia de manera que las etapas
E-L propuestas para los andlisis posteriores correspondan al momento en que los eventos del desarrollo del polen estan

ocurriendo.
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Capitulo Ill: Analisis de expresion de genes VviZFPs candidatos



3.1INTRODUCCION

3.1.1 Regulacion transcripcional de C2H2-ZFPs en el desarrollo floral con énfasis en el desarrollo de anteras y polen

Hasta ahora, se han reportado muy pocos ejemplos de accién combinatoria entre diferentes FTs en el contexto del
desarrollo de las anteras, incluyendo algunos miembros de la familia C2H2-ZFP. Con el advenimiento de nuevas
herramientas y técnicas para el andlisis de la funcion genética, se pueden revelar nuevos elementos reguladores de esta
via, cubriendo en parte esta brecha de conocimiento. Ademés de identificar los factores de transcripcion especificos de
anteras, es necesario identificar los sitios de unién en cis donde estos factores se unen preferentemente. La informacion
disponible sobre los sitios de unién en cis de los factores de transcripcion especificos de anteras identificados es escasa
alafecha[242].

Desde que se clond el primer C2H2-ZFP en 1992 [243], la investigacion se ha dirigido en comprender la participacion
de esta familia de proteinas en diferentes procesos fisioldgicos y del desarrollo vegetal. Sin embargo, la relacion de estas
proteinas con la regulacion de la maduracion de drganos florales (como anteras y polen) ha sido menos estudiada en
comparacion con la requlacion de la induccion de la floracion. Las C2H2-ZFP afectan el desarrollo de flores, actuando en
etapas tempranas del desarrollo, sobre el primordio de drganos florales. El gen SUP codifica para un FT represor con un
dominio de union al ADN C2H2-ZF y un dominio de represion EAR [73,244,245]. En arabidopsis, SUP controla los primordios
del estambre, los primordios del carpelo y los dvulos durante el desarrollo de la flor [246-248]. SUP se requiere
especificamente para equilibrar la proliferacion celular y crear un limite entre el verticilo 3 y 4, reprimiendo la expresion
de los requladores de funcion B (AP3y PI)y modulando procesos requlados por auxinas y citoquininas [246,249]. SUP actta
como represor activo de la biosintesis de auxina reclutando al componente del grupo Polycomb (PcG) CURLY LEAF (CLF)
para reprimir los genes de biosintesis de auxina YUCCATy YUCCA4 (YUC1/4)[250]. En el mutante sup, la actividad ectopica
de auxina retrasa el evento de terminacion del MF, lo que conduce a un tamano anormalmente grande de este meristema
[250]. Otros genes C2H2-ZFP SUPERMAN-like como RBE [251] y JAD [252] han sido relacionados con la formacion del
primordio de pétalos. A su vez, JAG junto con su paralogo NUBBIN (NUB) promueven la diferenciacion de carpelos y
estambres. JAG y NUB acttian de forma redundante para promover el crecimiento de microsporangios (o sacos polinicos)y
de las paredes del carpelo que encierran los évulos (en el gineceo). Ademas, JAG y NUB promueven la diferenciacion celular
en la pared adaxial del carpelo y regulan el nimero de capas celulares que componen ese tejido [253]. El desarrollo de
pétalos implica polaridad divergente con tasas de crecimiento mediante la requlacion por auxinas [254]. Esto ha llevado a

postular que JAG requla la tasa de crecimiento de pétalos mediante la requlacion de las auxinas [254]. JAG puede inhibir
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directamente la expresion de PETAL LOSS (PTL), que codifica para un FT que actda en la parte superior de la red requlatoria

de auxina que inician el desarrollo de los pétalos. Ademas, JAG es un gen blanco directo de AG.

Mas especificamente en el contexto del desarrollo de anteras y polen se han identificado y caracterizado algunos
C2H2-ZFP con funciones importantes [58]. En petunia, se han reportado siete genes ZFP (PhZPT) de la familia EPF
secuencialmente expresados a lo largo del desarrollo de anteras (Figura 23) [68]. La expresion més temprana, del gen
PEThy;ZPT3-2, renombrado TAPETUM DEVELOPMENT ZINC FINGER PROTEINT(TAZI), se localiza en el tapetum después de la
meiosis de CMP. El silenciamiento de la expresion de TAZT conduce al desarrollo aberrante y degeneracion prematura del
tapetum, provocando el aborto de las microsporas y una produccion limitada de granos de polen [255]. Se ha senalado a
TAZ1 como componente de MS, participando posiblemente en el desarrollo del tapetum y regulacién de la fertilidad del
polen [255] El sequndo gen identificado, PEThy;ZPT2-5, renombrado como MEIOSIS-ASSOCIATED ZINC-FINGER PROTEINT
(MEZ1), se expresa especificamente en CMPs durante las primeras etapas del desarrollo de anteras y luego en tejidos
vegetativos. MEZT actla sobre el proceso meidtico, por lo que el silenciamiento provoca anomalias en la meiosis generando
meiocitos con contenido anormal de ADN [114]. El papel de los otros genes EPF como PEThy;ZPT2-10,y PEThy;ZPT3-3 en este
proceso no ha sido estudiado, sin embargo, sus patrones de expresion sugieren un papel en el desarrollo de polen y pistilos
[67112].
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Figura 23 (P4gina anterior). Patrones temporales de expresion de los genes EPF en anteras y filamentos. Las etapas de desarrollo estan
estandarizadas por referencia a la longitud de las yemas (bud length). Las barras en la parte superior indican patrones temporales de
la expresion de (Continuacion pagina anterior) los genes de EPF respectivos, con gradientes en la intensidad de color de las barras que
representan los niveles de expresion relativos. Las etapas de desarrollo de las anteras y el polen correspondientes a las respectivas

longitudes de las yemas se muestran en la parte inferior. Extraido de [69].

En arabidopsis es interesante el papel de DUOT, un factor de transcripcion MYB especifico de la linea germinal que
participa en el desarrollo de microsporas activando los genes DAZTy DAZ2; ambos codifican para C2H2-ZFP del tipo (. Estos
genes de funcidn redundante promueven la division de células germinales requlando la acumulacidn de ciclinas mitéticas
CYCBT;1, las que promueven la transicion de fase G2 a M [77]. DAZTy DAZ2 son dos genes necesarios para la division-
diferenciacion de células germinales, y para la fusion de gametos durante la fertilizacion. En el modelo propuesto [77],
promueven la division y diferenciacion celular al reprimir un represor de ambos procesos desconocido, por un mecanismo

dependiente del motivo EAR.

Otro gen C2H2-ZFP recientemente aislado y caracterizado en arabidopsis es MALE FERTILITY-ASSOCIATED ZINC FINGER
PROTEINT(MAZ1)[256]. MAZT presenta un patron de expresion preferencial en el desarrollo temprano de la antera. En lineas
mutantes para MAZT se ven alterados los patrones de deposicion de las capas de la pared de microsporas en desarrollo,
afectando irremediablemente este proceso. Estos defectos conducen a una reduccion de la fertilidad y al aborto del polen,
lo que revela el rol esencial de MAZT en el desarrollo del polen. En Brassica campestris L. ssp. chinensis, el gen BcMF20,
homologo del gen arabidopsis thaliana Atlg26610, se expresa especificamente durante el desarrollo de granos de polen y

tapetum, pero se desconoce la asignacion de su funcién especifica [111].

Estos antecedentes en su conjunto permiten contextualizar el rol descrito hasta la fecha para las C2H2-ZFP en el
desarrollo de anteras y polen. Dado que en el capitulo | de este trabajo de tesis se identificd un grupo de genes WiZFP
interesantes de estudiar y que en el capitulo Il se logré determinar el momento en que el desarrollo del polen ocurre, queda

determinar en este capitulo, la expresion de estos genes durante el desarrollo del polen.
Objetivo especifico a desarrollar:

3. Establecer los perfiles de expresion espacio-temporal de los genes VviZFP candidatos durante las diferentes

etapas del desarrollo de flores de Vitis vinifera.

Se proponen andlisis de gRT-PCR de genes candidatos para determinar la dindmica en los niveles de expresion relativa durante el
desarrollo floral. Por otro lado, mediante la generacion de lineas transgénicas de Nicotiana benthamiana promVviZFP::GUS se busca

determinar la especificidad de tejido en la expresion de los genes candidatos.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Analisis de expresion cuantitativa de los genes en estudio (qRT-PCR)

Elgrupo de muestras utilizadas para el anélisis representa un momento del desarrollo floral que considera el desarrollo
del polen en la vid. El material vegetal fue descrito previamente en 2.2.1y .Ia obtencion del set de ADNc se describe en 2.2.6.
La expresion génica se cuantificd mediante PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR). Se consideraron cuatro repeticiones
bioldgicas (correspondiente a las extracciones independientes) y tres repeticiones técnicas por cada una de estas, de
acuerdo a la metodologia descrita por [41]. Las reacciones se realizaron en un termociclador Mx3000P OPCR System de
Agilent y en todas las reacciones se utilizo el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix de Thermo Scientific de acuerdo
al protocolo descrito por el fabricante. Para esto, se considerd un volumen de 2 pl de Master Mix, 250 nM de cada partidor,
50 ng de cDNA'y agua libre de nucleasas hasta un volumen de reaccidn final de 20 pl. La amplificacion fue sequida de una
curva de desnaturalizacion generada desde 65 °C a 95 °C, Para determinar la expresion relativa se utilizo el método 24"
[207]y para la normalizacion se utilizo el gen VviGADPH (Locus: VIT_217s0000g10430) como gen con expresion constitutiva,
probado previamente en el laboratorio. El diseno de partidores se realizo siguiendo la metodologia descrita en 2.2.7 y el

detalle de los oligonucledtidos utilizados se describen en Tabla 7.

Tabla 7. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para la determinacion de la expresion relativa de los genes en estudio mediante gRT-
PCR

Secuencia Nombre partidor Partidor Secuencia (de 5'a 3') Tm (C)
WiZFP1 qperVViZFP1_F Forward TTAGGTGGTCATAAGAAGTCCC 56.9
vi

gperVViZFP1R Reverse GCAACTCATGATAGCTGCTA 553

p— qperVviZFP3_F Forward ATCGGTCCTCCAAATGCCTG 60.1
vi

qperVviZFP3_R Reverse CTTCAACGGGATCACCACCA 59.9

qperVViZFP13_F Forward TCGCACCAGGCTCTAGG 57.9
VWiZFP13

gperVViZFP13_R Reverse TGCCCACCACTCCTATCC 57.9

qperVviZFP30_F Forward GGAGTCGATGAGGTTGAGGC 60.2
ViZFP30

gperVviZFP30_R Reverse CCCAGCGCTTGAAATGAAGG 59.8

qpcrVviZFP68_F Forward GCAGTTCCCGTCGTTCC 58
VviZFP68

qpcrVviZFP68_R Reverse GAGCATTCGTGGGTCTTGG 58.5

qperVViZFP81_F Forward ATGCCCAGTCTGCTTCC 56.4
VViZFP81

gpcrVViZFP81_R Reverse GCTGAGCCTGAGATGTGG 575

qpcrVviZFP85_F Forward ACAAGCAGTGGGTCTGTGAG 59.9
VviZFP85

gpcrVviZFP85_R Reverse AGAGGCAGTTCGAGACAAGC 60
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3.2.2 Generacion de lineas transgénicas promVviZFP::GUS en plantas de Nicotiana benthamiana Domin

3.2.2.1 Diseiio y almacenamiento de partidores

Se disefaron partidores para amplificar las regiones promotoras de VviZFP13y VviZFP68 (2000 pb rio arriba desde el
codon de inicio de la traduccion) desde DNA genémico de hoja del cultivar ‘Carmenere’ obtenido previamente en el
laboratorio. La secuencia se diseid manualmente, de entre 18 a 35 bases de longitud, con valores de Tm entre 50 y 65°C y
una G o C en el extremo 3' en caso de ser posible. Se disenaron también, partidores desde la zona media de la secuencia
para verificar el tamano del fragmento por PCR y validar las secuenciaciones. Ademas, se realizé un mapa de digestion
(Figura Suplementaria 3 y Figura Suplementaria 4) de ambas secuencias con NEBcutter V2.0 [257] para adicionar un sitio
de corte de alguna enzima de restriccion que no posea la secuencia a cada partidor (y generar un producto de PCR con el
promotor flanqueado por sitios de restriccion). La lista de partidores utilizados se detalla en tabla 8. Las diluciones y

condiciones de almacenamiento fueron descritas en el punto 2.2.7 de este trabajo de tesis.

Tabla 8. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para clonacion de la region promotora de los genes VviZFP68 y VviZFP13. En negrita

la secuencia correspondiente al sitio de restriccion.

Nombre partidor Partidor Secuencia (de 5'a 3') Tm(°C) Enzima de restriccion
promVviZFP13_F Forward C GGATCC TGGACTTTTAGGAAGCCTTAAG 64.9 BamHI
promVviZFP13_R Reverse G AGATCT CACTTTACGCAGAGGAAAATCC 63.6 Bylll

promVviZFP13_central_.F Forward GTACCAAAAGTTGGGGTTATATAAAGAGTG 60.2
promVviZFP13_central_.R ~ Reverse ~ ACTTTAAAACACGTCTTTAAGATTAAG 59.8

promVviZFP68_F Forward C AAGCTT GTTTAACTCGATCAACTTAAGTTTA B1.4 Hindlll

promVviZFP68_R Reverse  GGATCC GGGATATGTCTGTTTGGGAG 64.6 BamHI
promVviZFP68_central_LF  Forward ~GTAAATATAATATTCTTGTAGTCATACGGGATTGC 61.2
promVviZFPB8_central_R  Reverse  GCAATCCCGTATGACTACAAGAATATTATATTTAC 61.2

3.2.2.2 Amplificacion y clonamiento de las regiones promotoras

Las regiones promotoras de VviZFP13y VviZFP68 fueron amplificadas desde ADN genémico aislado de hojas jovenes
del cultivar ‘Carmenere’ mediante PCR, utilizando la enzima Tag DNA Polimerasa Platinum® High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) con los pares de partidores descritos en Tabla 8. En cada reaccion de PCR se empled: 50 - 100 ng de ADNg como
templado, 1,5 mM de MgClI2, 1 X de Buffer PCR, 250 nM de cada partidor, 200 nM dNTPs y 0,25 U de Taq DNA polimerasa. El
perfil de temperaturas de cada PCR consistid de: 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 45 s, 58-60°C por 60 s, 72°C por 60-
90 s y una extension final de 72°C por 7 min. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1% p/v en buffer TBE 1X. Las bandas de interés fueron aisladas desde el gel y purificadas usando el sistema

93



EZNA Gel extraction kit(Omega Bio-Tek), para luego ser ligadas al vector pGEM-T (Promega, Madison, W, USA). Los productos
de la ligacion fueron introducidos en células quimio-competentes de Escherichia coli DHba y las colonias positivas fueron
seleccionadas en medio de seleccion en base a su coloracion (0,15 mM de IPTG, 30 pg/ml de X-Gal) y a la resistencia a
ampicilina (100 pg/ml). EI ADN plasmidial de colonias positivas fue purificado (ver 3.2.2.3) para determinar luego la
secuencia de los plasmidos recombinantes mediante secuenciacidn. El servicio de secuenciacion fue llevado a cabo por
MACROGEN Inc. (Seul, Corea del sur) y el analisis de las secuencias se llevo a cabo en el programa VectorNTI version 11.5.4
[258].

Las colonias positivas (validadas por PCR) fueron inoculadas en 5 ml de medio LB liquido mas el respectivo antibictico
de seleccion e incubadas a 37 °C en agitacion por 12-16 hr. Posteriormente, se purificd el ADN plasmidial utilizando el kit
EZNA Plasmid Mini Kit (Omega Bio-Tek) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante. El vector de expresion
binario pBI21, por ser un plasmido de bajo numero de copias en bacterias, se purificé a partir de 100 ml de cultivo en medio

LB (con 50 mg/L de kanamicina).

3.2.2.4 Generacion de construcciones genéticas para transformacion estable

Una vez secuenciadas, las regiones promotoras de los genes VviZFP13 y VviZFP68 fueron liberadas desde el vector
pGEM-T por digestion enzimatica e insertados en orientacion entre los sitios BamHI - Bglll del vector binario pCAMBIA1303
para el promotor de VviZFP13, mientras que el promotor de VviZFP68 fue insertado en orientacion entre los sitios Hindlll -
BamHI del vector binario pBI121. En ambas construcciones, se reemplazd el promotor CAMV 35S por el promotor
correspondiente de cada gen, requlando de esta manera la expresion del gen de la B-glucoronidasa (GUS) (Figura
Suplementaria 5 y Figura Suplementaria 6). Las construcciones generadas se denominaron promVviZFP13:GUS y

promVviZFP68::GUS.

3.2.2.5 Preparacién del material vegetal

Semillas de N. benthamiana WT fueron lavadas tres veces con etanol al 70% v/v por 2 minutos y luego una vez con
hipoclorito de sodio 2% v/v por 20 minutos. Posteriormente, se realizaron de 5 a 8 enjuagues con agua destilada estéril y
se sembraron en placas Petri con medio MS 1fuerza (4,4g/L Medio Murashige and Skoog (MS); 20g/L Sacarosa; 5 mM MES-
KOH, pH 5.8; 0,5% PhytoAgar). Las placas se llevaron a cdmara de crecimiento bajo un régimen de luz de 18 h (intensidad
de luz aproximada de 140 pmol/m%/s) a 24-28 °C hasta germinadas las semillas. Las plantulas fueron individualizadas en
envases de cultivo GA-7 de Magenta con MS fresco y mantenidas en las mismas condiciones descritas hasta la

transformacion.
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3.2.2.6 Obtencion de plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana

Los vectores binarios pCAMBIAT303 y pBI121 conteniendo las construcciones promVviZFP13::GUS y promVviZFP68::GUS
respectivamente fueron introducidas mediante electroporacién en cepas de Agrobacterium tumefaciens GV3I101. Las
bacterias transformadas fueron cultivadas y seleccionadas en medio YM sélido (0,04% p/v de extracto de levadura, 1% p/v
manitol, 1,7 mM NaCl, 0,8 mM MgS04-7H20, 2,2 mM K2HPO4 y 15% p/v de agar) con los siguientes antibiéticos: 100 mg/L
rifampicina, 25 mg/L gentamicina y 50 mg/L kanamicina (Siendo kanamicina el agente de seleccion bacteriano para ambos
grupos de colonias). Luego de 48 h. de incubacion a 28°C, las colonias promVviZFP13:6US y promVviZFP68:GUS
transformadas positivamente fueron chequeadas por PCR. Las bacterias recombinantes fueron utilizadas para transformar
células de N. benthamiana por medio de la infeccion de discos de hoja, siguiendo el protocolo descrito por Clemente [259].
Discos de hojas de tabaco fueron infectadas con la cepa de A. tumefaciens GV3101 conteniendo la construccion
promVviZFP13::6US o promVviZFP68::GUS y crecidas en modo césped sobre medio YEB sélido. Luego de la infeccion, los
discos fueron incubados en medio M3 (44 g/L MS, 0,2 g/L MES, 3% p/v de sacarosa, 2 mg/L BAP, 0,075 mg/L AlAy 0,5 %
p/v de agar planta) durante 48 hrs en oscuridad a 22-23 °C. Transcurrido este periodo, los discos se lavaron con una
solucion de MS con antibidtico (500 mg/L de Cefotaxima) para eliminar el Agrobacterium. Finalmente, los discos fueron
transferidos al medio inductor de brotes 3KC (4,4 g/L MS, 0,2 g/L MES, 2% p/v de sacarosa, 2 mg/L BAP, 0,075 mg/L AlA,
250 mg/L cefotaxima, 100 mg/L kanamicina y 0,5 % p/v de agar planta). Los brotes trangénicos fueron enraizados en
medio MS con los respectivos antibidticos de seleccion y finalmente establecidos ex vitro para generar plantas T0 adultas.
Las lineas transgénicas generadas fueron analizadas por PCR para detectar la insercion del transgen. Luego de enraizadas,
las plantulas fueron pasadas a un medio inerte de Turba/vermiculita/fibra de coco (2:1:1) en condiciones de invernadero
para aclimatacion ex vitro. Las plantas TO fueron crecidas hasta la obtencion de semillas las que fueron seleccionadas en
medio MS con los antibidticos respectivos, para asi generar las lineas T1 que fueron analizadas en este trabajo de tesis.

Cada planta fue validada por PCR, buscando amplificar un fragmento del transgén.

3.2.3 Busqueda de elementos en cis en regiones promotoras de genes VviZFP candidatos.

Desde la base de datos del cultivar ‘Carmenere’ [260] se extrajeron 2000 pb rio arriba del coddn de inicio de la
transcripcion de los VviZFP seleccionados. La prediccion de elementos en cis en las regiones promotoras se realizé con las
herramientas  web  PLACE  (https://www.dna.affrc.qo.jp/PLACE/?action=newplace) ~ [261] 'y  PlantCARE
(http://bioinformatics.psb. ugent.be/webtools/plantcare/html/). Se seleccionaron elementos en cis asociados a respuestas
hormonales, expresion especifica de polen y otros como elementos como sitios CArG-box, elementos de respuesta a luz y

elementos de respuesta FTs.
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3.2.4 Ensayos de tincion histoquimica de 3-glucuronidasa (GUS)

Los tejidos fueron colectados desde las plantas promVviZFP13::GUS y promVviZFP68::GUS con la ayuda de un bisturi
estéril en tubos de 15 ml. Las tinciones histoquimicas para GUS se llevaron a cabo mediante la incubacion de los diferentes
tejidos u 6rganos en agitacion suave durante tres horas a 37°C en una solucion reveladora (100 mM NaP04 buffer pH 7.0,
conteniendo 0.5 mM ferricianida de potasio, K3Fe(CN) 6, 0.1% Triton X-100, 10 mM EDTA, 0.5 mM 3-Mercaptoetanol, Img/ml
X-Gluc (PhytoTechnology Laboratories, KS, USA)). Transcurrido el tiempo, se elimind la solucion reveladora y se fijaron las
muestras durante 15 minutos en agitacion a temperatura ambiente con una solucion de fijacion (42,5% v/v agua estéril,
42,5% vlv etanol absoluto, 5% v/v acido acético glacial y 10% v/v formalina). Posteriormente, se elimina la solucion de
fijacion, reemplazandola por una solucion de decoloracion de metanol/acetona (3:1) para remover clorofila y otros
pigmentos. Las muestras se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente durante ciclos de 30 minutos, para luego
reemplazar la solucion de decoloracion hasta que no se vea clorofila en la solucion y el tejido esté notoriamente decolorado.
Finalmente, las muestras fueron conservadas en etanol 70%, visualizadas en un microscopio estereoscopico o microscopio

optico y fotografiadas.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1Todos los genes VviZFP seleccionados presentan una dinamica de expresion durante el desarrollo floral en la
vid

La informacion generada en los capitulos anteriores de este trabajo de tesis ha permitido (1) identificar un grupo
reducido de genes VviZFP cuya participacion en el desarrollo del polen es mas probable, y (2) determinar el momento del
desarrollo floral en que estan ocurriendo los eventos del desarrollo reproductivo masculino (particularmente el desarrollo
del polen). Esta informacion permite interpretar de mejor manera los analisis de caracterizacion de los genes candidatos
propuestos. En base a esto, se evalud la expresion génica de 7 genes VviZFP durante el desarrollo floral en la vid cultivar
‘Carmenere’ (Figura 24), ya que este parece ser un modelo interesante para comprender el desarrollo del polen debido a la
alta tendencia que presenta al DFP[6]. Los analisis de qRT-PCR revelaron que los genes VviZFP seleccionados se expresan
en flores con diferentes especificidades en términos de etapa de desarrollo (basandose en la escal E-L). De manera general,
todos los genes WiZFP evaluados mostraron una dinamica de expresion a lo largo del desarrollo de la flor (Figura 16).
Efectivamente, los genes seleccionados del clister de expresion ascendente, VviZFP13, VviZFP30, VviZFP68 y VviZFP81
presentaron un aumento progresivo de la expresion durante las etapas evaluadas y podrian representar buenos candidatos

para dilucidar la regulacion de este proceso en la vid.

ViZFP13, el putativo ortdlogo de los genes DAZI/DAZ2 de arabidopsis [77], no reportd niveles de acumulacion de
transcritos en las primeras etapas evaluadas (Figura 24. D). Desde E-L14, la expresion de VviZFP13 presenta una dinamica
creciente, con los mayores niveles en las tltimas etapas evaluadas (E-L18 y E-L19). En estas etapas, el desarrollo del polen
ya se ha llevado a cabo mayoritariamente, lo que sugiere que estos genes en la vid podrian estar participando en procesos
posteriores al desarrollo del polen (como en la elongacion del tubo polinico o eventos de fecundacion). El contraste de la
expresion de VviZFP13 con la de los genes homedtico evaluados (Figura 21), podria sugerir que este gen no es directamente
requlado por la accion de factores homedticos, ya que desde E-L16 la mayoria de estos genes presentan una reduccion

importante del nivel de expresion.

Los genes VviZFP30 y VviZFP68 presentan un porcentaje de identidad sobre el 50% con el C2H2-ZFP de petunia MEZT
[114], lo que sugiere una posible conservacion de funcion entre estos genes. Ambos presentan un perfil de expresion similar
en las etapas evaluadas. En general, su expresion es baja en las primeras dos etapas, para luego aumentar gradualmente
desde E-L14 hasta alcanzar el peak en E-L16 para el caso de VviZFP30'y E-L17 para VviZFP68 (Figura 24). Contrastando con
las observaciones por microscopia, la expresion de estos genes parece ocurrir mayoritariamente luego de la meiosis del

polen, ya que desde E-L16 es posible observar tétradas de microsporas. Los perfiles de expresion de ambos VviZFP parecen
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desfasados al contrastarlos con la expresion de genes homeoticos, esto sugiere que la regulacion de la expresion de ambos

genes candidatos no es llevada a cabo (al menos directamente) por factores homedticos.
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Figura 24 (Pagina anterior). Expresion de genes VviZFP candidatos durante el desarrollo floral enla vid. Detalles de las muestras usadas
en (A) los andlisis de qRT-PCR y su correspondiente etapa en el sistema E-L y (B) las muestras analizadas desde el atlas de expresion
de la vid [101]. Expresion relativa de genes candidatos seleccionados de los patrones de expresion decreciente (C)y ascendente (D) a
lo largo del desarrollo floral. Los niveles de transcritos fueron normalizados a la expresion de VviGAPDH. Los bigotes representan el SEM
de cuatro replicas bioldgicas y tres técnicas. El eje X representa etapas del desarrollo de inflorescencias completas. Las diferencias

significativas (valor p, 0.05) en la expresion entre muestras es indicada con letras diferentes (Prueba de Tukey).

Del grupo con un patrén de expresion descendiente, se evalud la expresion de VviZFPTy WiZFP3 (Figura 24. C). La
comparacion de secuencias aminoacidicas indicé que VviZFP1 presenta un porcentaje de identidad importante con los
factores de transcripcion de petunia PhZPT4-2 y PhZPT4-3, asi como con BcMF20 de B. campestris. En el cultivar
‘Carmenere’, el gen VviZFPT presentd los niveles mas altos de expresion durante las primeras etapas del desarrollo floral
(muestras S1a S3, equivalente a E-L12 a E-L14), disminuyendo su expresion paulatinamente conforme la flor se desarrolla.
En el andlisis in silico (Figura 16A), VviZFP3 presenta un bajo nivel de expresion durante el desarrollo floral y ninguna
expresion en el polen. De manera similar, VviZFP3 presenta un bajo nivel de acumulacion de transcritos durante el desarrollo

floral en el cultivar ‘Carmenere’, siendo E-L17 la etapa con mayor expresion.

3.3.2 Identificacion de elementos en cis en la region promotora de VviZFPs candidatos

Para tratar de entender las bases moleculares que expliquen el perfil transcripcional de los genes VviZFP
seleccionados, se realizé un analisis in silico de las regiones promotoras de 7 genes VviZFP especificas del genoma del
cultivar ‘Carmenere’. utilizando las bases de datos PLACE [261] y PlantCARE [262]. Se identificaron sitios o elementos de
respuesta a giberelinas en todas las secuencias analizadas con diferentes niveles de enriquecimiento (Figura 25). Ademas,
salvo por el promotor de VviZFP85, se identificd que las demas secuencias presentan elementos de respuesta a las rutas
de senalizacion del 4cido absicico y auxinas. Distintos niveles de enriquecimiento con elementos de respuesta a etileno,
citoquinina y metil-jasmonato fueron identificados en los promotores evaluados. Solo VviZFP13 presenta un elemento de
respuesta al acido salicilico dentro de los 2000 pb de promotor evaluado. Estos resultados en su conjunto sugieren que los
VviZFPs candidatos podrian estar integrando diferentes rutas de sefalizacion mediadas por fitohormonas y su relacion
debera ser confirmada de manera experimental. Por otra parte, el analisis permitio identificar elementos de union para

FTs, presentes de manera diferencial en los promotores evaluados. El promotor de VviZFP30 posee un elemento del tipo
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CARGATCONSENSUS y un elemento del tipo CARGCW8GAT, ambos clasificados como sitios CArG-box. Ademas, esta secuencia
presenta un sitio de union para AGAMOUS (WUSATAg).
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Figura 25. Vista esquematica del enriquecimiento con elementos en cis de secuencias promotoras (2000pb) en genes VviZFP candidatos.

Se separaron los elementos identificados en elementos de respuesta a hormonas (H), de expresion especifica en polen (EP)y de union

para Factores de Transcripcion (FT).

De igual manera, la presencia del elemento CARGCW8GAT fue identificado en las regiones promotoras de VviZFP1(1
elemento), VviZFP13 (3 elementos), VviZFP81(2 elementos) y VviZFP85 (2 elementos). De manera interesante, se detecté un
elemento AGL2ATCONSENSUS en el promotor de VviZFP13. AGL2ATCONSENSUS corresponde a un elemento de union para el

factor de transcripcion AGAMOUS-LIKE2 (AGL2), (renombrado posteriormente como SEP1), una proteina involucrada en el
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desarrollo todos los verticilos florales. La presencia de estos elementos de manera diferencial en la region promotora de
los VviZFPs candidatos indican que su expresion génica podria estar siendo requlada, en parte, por factores homeéticos
que regulan el desarrollo floral descritos anteriormente. Otros elementos de interés que fue posible identificar con el
andlisis corresponden a: Elemento LEAFYATAG (2 sitios), para union de LEAFY, en el promotor de VviZFPT; Elemento
MYBPLANT (1 sitio), para union de factores MYB, en el promotor de VviZFP3; Elemento WBBOXPCWRKY1(1 sitio), para unién
de factores de transcripcion WRKY, en el promotor de VviZFP81. No se encontrd elementos para union de factores de

transcripcion en el promotor de VviZFP68.

Otro punto interesante es el nivel de enriquecimiento con elementos de expresion en polen de los promotores
evaluados. En todas las secuencias se identificaron los elementos GTGANTG10 y POLLENILELAT52, mientras que en cuatro
de ellos se detectd el elemento QELEMENTZMZMI3. EI elemento GTGANTG1O0 posee la secuencia patron GTGA y fue
identificado en la region promotora del gen de tabaco 610, homadlogo al gen LAT56 de tomate. La expresion relacionada al
elemento GTGANTGIO ha sido posicionada en polen tardio [263]. El otro elemento encontrado, POLLENILELAT52, es uno de
los dos elementos responsables de la activacion polen-especifica de la expresion del gen LAT52 de tomate [264]. Este
elemento ha sido identificado también en el promotor del gen LeMANS de tomate, dirigiendo su expresion polen especifica
[265]. Finalmente, el tercer elemento identificado en las regiones promotoras de VviZFP1, VviZFP3, VviZFP13 y VviZFP81 es
QELEMENTZMZM13. Este elemento fue identificado en el gen de expresion polen-especifica ZM13 de maiz, un homadlogo de
LAT52 de tomate [266]. Por lo tanto, los elementos GTGANTG10, POLLENILELAT52 y QELEMENTZMZM13 han sido vinculados a
expresion polen-especifica en tabaco, tomate y maiz [263,264,266] y su identificacion en los promotores de VviZFPs
analizados da cuenta de la posible participacion de estos genes en el desarrollo del polen. Sin embargo, para tener un mejor

entendimiento de los mecanismos moleculares detras de dicha regulacion se requieren nuevas investigaciones.

3.3.3 Estudio de la expresion tejido especifico de genes VviZFP13 y VviZFP68 en plantas transgénicas de N.
benthamiana

Para definir los patrones de expresion espacio temporal de los genes candidatos es necesario conocer cuando y donde,
en el contexto del desarrollo floral, estan expresandose estos genes. Mediante los analisis de expresion relativa por qRT-
PCR fue posible determinar la dinamica de estos genes durante el desarrollo floral en la vid. Para responder respecto al
“donde” estd ocurriendo la expresion génica de los VviZFPs candidatos, se determind la actividad del promotor de dos genes
candidatos (VviZFP13 y VviZFP68) mediante el sistema reportero GUS [267] en drganos florales de plantas de N. benthamiana
transgénicas que portan la construccion promVviZFP::GUS. La seleccion de estos dos genes se debe a que, para ambos
casos, el putativo ortdlogo ya ha sido caracterizado en otras especies modelo. Esto facilita la interpretacion y comparacion
de los resultados obtenidos. Luego de la generacion y validacion de lineas transgénicas, se procedit al ensayo de tincion

histoquimica GUS, en flores con distintos estados del desarrollo. En individuos T1 de plantas transgénicas que portan la
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WiZFP13

WiZFP68

construccion promVviZFP13::GUS, no fue posible detectar la actividad del promotor hasta que las flores estuvieron
totalmente desarrolladas. En este estado, la tincion histoquimica se observé especificamente en anteras, granos de polen

y estigma (Figura 26. A-C), no siendo detectada en sépalos ni pétalos.

(B) (C)

(D)

1cm

Figura 26. Patrones de expresion génica de VviZFP13 y VviZFP68 en tejidos florales. Andlisis de tincion histoquimica GUS en flores
maduras de N. benthamiana transgénicas que portan las construcciones promVviZFP13::6US (A-C)y promVviZFP68::GUS (D-G). (A) antera
madura; (B) grano de polen maduro; (C) Estigma y estilo; (D) flor entera; (E) flor abierta manualmente y (F) primer plano de anteras; (G)

Granos de polen maduros. MPG: grano de polen maduro (mature pollen grain)

La expresion de VviZFP13 en las anteras (entendida por la actividad del promotor en sistema heterdlogo) se limitd a las

células gametofitas masculinas (Figura 26.A), lo que se confirm al observar la tincion especificamente en granos de polen
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maduros desde el vaciado de anteras (Figura 26. B). Debido a la segregacion del transgén, la sefal GUS fue detectada en
algunos granos de polen (los que hipotéticamente portan la construccion promVviZFP13::GUS). Interesantemente, la senal
GUS fue también detectada de manera intensa en tejido estigmatico (Figura 26. C), no asi en estilo ni ovarios. Estos
resultados en su conjunto sugieren que VviZFP13 cumpliria su funcién en el desarrollo del gametofito masculino (en
concordancia con los putativos ortélogos AtDAZTy AtDAZ2), pero que también podria estar participando en eventos propios

del gametofito femenino o en la comunicacion polen-estigma.

De manera similar, en las lineas transgénicas que portaban la construccion promVviZFP68::GUS (Figura 26. D-G) fue
posible detectar actividad GUS solo en flores totalmente desarrolladas (Figura 26. D). No se observé tincion durante el
desarrollo floral temprano ni en estados intermedios para esta linea. En flores desarrolladas, la actividad del promotor de
VviZFP68 fue detectada exclusivamente en anteras (Figura 26. E, F), no presentandose tincion en sépalos, pétalos, ni
carpelos. A su vez, la actividad GUS en anteras se limita al gametofito masculino (granos de polen), estando ausente en

tejido esporofitico (capas celulares de la antera) (Figura 26. F, G).

Los patrones de expresion tejido especifico de los genes VviZFP13 y VviZFP68, que se infieren desde los ensayos de
tincion histoquimica GUS, sugieren que ambos genes podrian cumplir una funcion en el desarrollo de granos de polen y son
candidatos interesantes para caracterizar profundamente en ensayos posteriores. Ademas, la expresion de VviZFP13 en

tejido estigmatico podria ser indicativo de putativas funciones para este gen, nuevas con respecto a lo publicado.
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Regulacion transcripcional de C2H2-ZFP en el desarrollo de drganos florales

En petunia, se profundizé en la comprension de un subgrupo de C2H2-ZFP, aquellos que contenian la secuencia
especifica de plantas QALGGH en sus dominios ZF fueron renombrados como familia EPF. De esta familia, siete miembros
se expresan predominantemente y cinco de ellos especificamente en anteras, sugiriendo una posible participacion de estos
FTs en el desarrollo de anteras y polen. Los andlisis detallados de sus patrones de expresion revelaron que este grupo de
genes se expresa dentro de la antera, predominantemente en el polen, de manera secuencial desde la etapa de meiosis
hasta la dehiscencia (Figura 23) [67-69]. Este patron de expresion secuencial se asemeja a la cascada requladora de
factores de transcripcion que controlan la embriogénesis de Drosophila [268,269]. En un huevo de Drosophila fertilizado,
los FTs codificados por los ARNm (de origen materno) forman gradientes a lo largo del eje anteroposterior o dorsoventral.
Este gradiente desencadena la aparicion de cascadas reguladoras que integran varias clases de factores de transcripcion,
procediendo de una manera dependiente de la posicién de acuerdo con los gradientes iniciales de los ARNm maternos
[269]. Una serie de eventos del desarrollo, incluida la segmentacion del embrion, la especificacion e identidad de los
segmentos, siguen a la regulacion secuencial (requlacion positiva y negativa de la expresion) de los FTs descendentes por
parte de los ascendentes en la ruta. De manera analoga, el desarrollo de anteras y polen a partir de células indiferenciadas
de primordios de estambre también podria estar requlado por una cascada requladora que involucra varios factores de
transcripcion. Y las proteinas EPF muy bien podrian formar la columna vertebral de la red requlatoria involucrada en el
desarrollo de este 6rgano masculino. Sin embargo, esta hipotesis se basa unicamente en los patrones de expresion y debe

examinarse mediante métodos bioquimicos y genéticos inversos [67-69].

Utilizando toda la informacion generada para indagar sobre la posible funcion de los genes ZFP en la vid, se analizaron
los patrones de expresion espacio-temporal durante el desarrollo floral de 7 genes WiZFP candidatos (Figura 24). Al
contrastar los perfiles de expresion de los genes VviZFPs candidatos con la informacion sobre ZFPs relacionados al
desarrollo del polen en plantas modelo, se observan tanto similitudes como diferencias interesantes. En petunia, los genes
PEThy;ZPT4-2 y ZPT4-3, presentan una dindmica de expresion tejido y temporal similares, en las Ultimas etapas del
desarrollo de anteras [68]. En el genoma de la vid, se identifica solo un solo gen (VviZFPT) como el homélogo putativo de
estos dos genes de petunia. Los analisis filogenéticos refuerzan la relacion entre WiZFP1, ZPT4-2y ZPT4-3 ya que se agrupan
juntos en un clado (Clado I) (Figura 27). De manera interesante, el FT de Brassica campestris ssp. chinensis especifico de
polen BcMF20 se agrupd junto a VviZFP1, ZPT4-2 y ZPT4-3 en el arbol filogenético. En el contexto del desarrollo floral de la
vid, WviZFP1 se expresa durante las primeras etapas de desarrollo evaluadas (desde E-L13 a E-L15), disminuyendo su
expresion paulatinamente conforme la flor se desarrolla. Este patron de expresion es consistente con el momento en que

ocurre la microesporogénesis del polen (Tabla 5), lo que sumado al enriquecimiento de la region promotora de VviZFP1con
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elementos de expresion especifica en polen, sugieren a este gen como un candidato interesante para estudios posteriores.
Otro antecedente interesante es que la VViZFP de mayor identidad de secuencia con MAZ1(AT5G15480.1) de arabidopsis
[256] es VviZFP1. Sin embargo VviZFPT codifica para una proteina con 4 dominios C2H2-ZF mientras que MAZ para una
proteina con 2 dominios C2H2-ZF, compartiendo un 27,7% de identidad de secuencia. En el mismo analisis, se observa que
VviZFP1(con 4 dominios ZF) esté filogenéticamente relacionado en un clado con VviZFP81y VviZFP85 (ambos con 3 dominios
ZF), a pesar de la diferencia en el nimero dominios ZF. VviZFP81 se ha postulado como putativo ortélogo de PhZPT3-3 y su
expresion ha sido detectada en polen y semilla en la vid en otros trabajos (datos no mostrados, publicados en tesis doctoral
de Puentes AC). El gen PhZPT3-3 ha sido caracterizado de manera similar por Kubo y colaboradores [112] durante el
desarrollo floral de petunia usando el sistema reportero GUS. En este modelo, se detectd la actividad GUS, comandada por
el promotor de PhZPT3-3, en tejido femenino (estilo y estigma). Es intesante la actividad GUS de PhZPT3-3 detectada en
estigma, similar a lo observado para VviZFP13 (Figura 26. C), debido a la importancia que tiene este drgano durante los
eventos de polinizacion. VviZFP85 por su parte, presenta una mayor identidad con el gen SHOOT GRAVITROPISM5/
ARABIDOPSIS THALIANA INDETERMINATE(ID)-DOMAIN 15 (SGR5/IDD15), que codifica para un factor de transcripcion que junto
con AtiDD14 y AtIDD16, requla la biosintesis y transporte de auxinas. Estas proteinas participan en la morfogénesis de
organos aéreos y en la respuesta gravitropica, estando entonces involucradas en eventos tempranos del gravitropismo de
brotes y en la percepcion de la gravedad [115]. Junto a VviZFP85 y AtSGR5/IDDT5 se agrupd el factor de transcripcion TAZI.
TAZ1 cumple una funcion esencial en el desarrollo del tapetum, durante la fase post-meiosis, en petunia [255]. En plantas
transgénicas con el gen TAZl silenciado (mediante cosupresion), se observé una degradacion prematura del tapetum antes
de su proliferacion celular, afectando negativamente la maduracion de microsporas. Sin embargo, en el genoma de la vid
no se encontrd un VviZFP que, en base a la identidad de secuecias, pueda ser propuesto como putativo ortélogo de TAZI. El
alineamiento entre la secuencia aminoacidica de VviZFP85 y PhTAZ1 indica un 20.96% de identidad entre ambas,

reafirmando la hipétesis de que no existen ortélogos de TAZ1en el genoma de la vid.
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Figura 27. Relaciones filogenéticas entre VviZFP candidatos y C2H2-ZFP de otras especies de interés. Arbol filogenético sin raiz

construido por el método NJ utilizando alineamientos de secuencias de aminoacidos de longitud completa. No se muestran los valores

de bootstrap inferiores a 50.

Por otro lado, el clado Il integra a los candidatos VviZFP68 y VviZFP30, ambos putativos ortélogos de PhMEZ1 siendo
VViZFPB8 el mas relacionado filogenéticamente de los dos (Figura 27). En petunia, la expresion de PhMEZ] se detecta
mayoritariamente en anteras desde CMP y disminuye precipitadamente en un momento coincidente con el inicio de la

degeneracion del tapetum [114]. Sin embargo, la expresion de los genes VviZFP68 y VviZFP30 en ‘Carmenere’ se detectd de
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manera continua y creciente durante el desarrollo floral, alcanzando los mayores niveles en E-L16 y E-L17 (para VviZFP30'y
VviZFP68 respectivamente). Al observar las regiones promotoras de estos genes se puede indicar que estan altamente
enriquecidas con elementos de expresion especifica en polen y con elementos que integran las rutas de senalizacion
hormonales. Los promotores de VviZFP30'y VviZFP68 comparten elementos de respuesta a ABA, GA y MeJA, mientras que en
el promotor de VviZFP30 se identificaron elementos de respuestaa ET y CK y en el promotor de VviZFP68 se identificaron
elementos de respuesta a AUX (Figura 25). Esta informacion permite sugerir de estos genes que pudiesen cumplir su funcion
integrando las rutas de senalizacion comandada por fitohormonas. La presencia de estos elementos fue tambien
identificada en la region promotora de PhMEZ], la que se encuentra enriquecida con elementos de expresion en polen y de
respuesta a hormonas, asi como de respuesta a FTs del tipo homedticos (Figura 28). EI promotor de VviZFP68 carece de
sitios CArG-box que respondan a factores homeoticos, a diferencia de los que se encuentran en VviZFP30'y PhMEZ], lo que
puede indicar que este gen no esta requlado directamente por genes homeéticos en la vid. Sin embargo, la actividad
especifica en granos de polen maduros que presenta el promotor de VviZFP68 (Figura 26) podria indicar que este gen
participa en el desarrollo del gametofito masculino, posiblemente integrando la red reguladora dirigida por genes

homedticos, sin ser un blanco directo de estos factores.

Region promotora de PAMEZT (-1.6kb)

H W& V AP2 CRTDREHVCBF2 | @ Acido Absicico
V¥ CArG-box CARGCWS8GAT ‘ @ Auxina
EP % [ Polen GTGANTG10 @ Giberelina
FT i Y = [ Polen POLLEN1LELAT52

@ Metil-jasmonato

Figura 28. Vista esquematica del enriquecimiento con elementos en cis de secuencias promotoras (1600pb) en PhMEZ1. Se separaron
los elementos identificados en elementos de respuesta a hormonas (H), de expresion especifica en polen (EP)y de unidn para Factores

de Transcripcion (FT).

El clado Il del arbol filogenético esta representado por los factores de transcripcion DAZ de arabidopsis (DAZ1y DAZ2)
agrupados junto a VviZFP13. Los genes DAZTy DAZ2, de funcion redundante, son regulados por el factor de trancripcion de
la familia MYB DUO POLLENT (DUO1) en el gametofito de arabidopsis [270]. La expresion de DAZ1y DAZ2 es detectada en
células germinales luego de la divisién de microsporas e incrementa durante el desarrollo, persistiendo en granos de polen
maduros [77]. Ambos genes son necesarios para la acumulacion de ciclinas mitdticas en la linea germinal masculina,

induciendo la mitosis en estas células. Ademas, promueven la expresion de genes involucrados en la diferenciacion celular,
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por lo que su funcion es clave para lograr una fertilizacion exitosa [77]. En plantas mutantes duo], las células germinales
no logran entrar en mitosis. Sin embargo, el fenotipo puede ser recuperado expresando los genes DAZ (comandado por el
promotor de DUO1) en estas plantas. En concomitancia, las células germinales de plantas mutantes dazl-2 no logran entrar
en division mitdtica ni pueden ser rescatadas por la expresion normal de DUOT[77]. La requlacion transcripcional de DUOT
también parece conservada en arroz [271] y se ha sugerido, basado en el estudio comparado en musgos, que la aparicion
de DUO1 fue un evento definitorio en la evolucion de la diferenciacion de la linea germinal y los variados modos de
reproduccion sexual presentes en el linaje de las plantas terrestres [272]. Algunos estudios de transcriptomas sugieren que
el patron de expresion polen-especifico no es solo especifico de las Brassicaceae (familia de arabidopsis). En la fresa
(Fragaria vesca L.), el gen DUOT presenta una expresion especifica de anteras (etapas tardias) y el nivel de expresion fue
mayor en muestras de polen aislado [273]. En el atlas de expresion de la vid publicado por [101] se observa que la expresion
de VwiDUOT(VIT_215s0021g02040.1) es especifica de polen, sin embargo, no existen reportes que caractericen VviDUOT en

esta especie.

En lavid, se identificd a VviZFP13 como Unico ortélogo de los genes DAZTy DAZ2. VviZFP13 parece estar mas relacionado
filogeneticamente con DAZ], tal como se observa en el arbol (Figura 27). La expresion de VviZFP13 en el cultivar ‘Carmenere’
esta ausente en las primeras etapas, comenzando desde E-L14 y aumentando gradualmente desde E-L16 hasta E-L19.
Contrastando con las observaciones de microscopia, la expresion de VviZFP13 se detecta durante todo el desarrollo del
polen, incluyendo el momento de microesporogénesis, con un peak en etapas tardias de maduracion del polen y dehiscencia
de anteras (Figura 24 y Tabla b). La region reqguladora de VviZFP13 esta altamente enriguecida con elementos de expresion
especifica en polen y elementos de respuesta a fitohormonas (Figura 25, C), ademas de elementos CArG-box y AGAMOUS-
like, lo que sugiere que la regulacion de este gen podria ser en parte por factores homedticos. Sumado a esto, la region
promotora de VviZFP13 de ‘Carmenere’ presentd actividad en anteras, especificamente en los granos de polen maduros
(Figura 26. A-B), de manera similar a la expresion reportada para los genes DAZ. Ademas, se observé que VviZFP13 se expresa
fuertemente en el estigma, lo que sugiere que este gen podria estar relacionado con otras funciones en el desarrollo de la
flor del cultivar ‘Carmenere’. Estos antecedentes nos permiten sugerir al gen VviZFP13 como putativo ortélogo de los genes

arabidopsis DAZI/DAZ2 y como un candidato interesante para ser validado funcionalmente en trabajos futuros.

No se evalud la expresion relativa de VviZFP80 en el cultivar ‘Carmenere’, como putativo ortélogo de PhZPT4-1,
basandose en el anlisis filogenético (Figura 27). La expresion de este gen en petunia, es detectada en anteras durante las
etapas tardias y finales del desarrollo de anteras [68]. Basandose en el analisis de expresion in silico, se puede indicar que
la expresion de VviZFP80 es mayoritariamente en etapas tardias del desarrollo floral, desde el inicio de la floracién (Figura
16. A). Ademas, se observa una alta expresién en muestras de polen y estambres. Esto sugiere a VviZFP80 como un gen

candidato interesante para caracterizar en estudios futuros [274].
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Varias herramientas celulares y genéticas, incluido el sistema de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR, por su sigla en inglés)/ Proteina asociada a CRISPRY (CAS) (sistema CRISPR/Cas9),
han sido estandarizadas para algunos cultivos frutales perennes como la vid [275]. Desde 2016, los sitios que son
apropiados para la edicion del genoma de la vid basada en CRISPR/Cas9, estan disponibles a través de una base de datos
de acceso publico [276]. Hasta la fecha, hay un nimero creciente de informes sobre el uso de CRISPR/Cas9 para la edicion
del genoma en vid [277-283 ], reafirmando que estas herramientas podrian ser utilizadas para la caracterizacion funcional
de los genes VviZFP en el contexto del desarrollo reproductivo como un poderoso enfoque de genética inversa. La expresion
global de la familia VviZFP en varios tejidos y etapas de desarrollo (Figura 15) sugiere que estos genes estan ampliamente
relacionados con la regulacion de varios procesos. En plantas, se ha reportado una gran cantidad de C2H2 ZFP que
participan en la respuesta transcripcional frente a estrés ambiental y/o que integran las respuestas hormonales, pero
debido al enfoque de este trabajo no se han analizado. Como ejemplo, VviZFP3 se identifica en un analisis Blast como el
ortologo putativo de DEFECTIVELY ORGANIZED TRIBUTARIES5 (DOT5) de arabidopsis [284]. Las plantulas con mutaciones en
DOT5 presentan un defecto en el patrn de venacion en sus hojas y cotiledones. VviZFP3y AtDOT5 comparten un 68,7% de
identidad de secuencia con una alta conservacion de los dominios ZF, lo que sugiere posibles funciones de un VviZFP aln

no caracterizado en la vid.
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4. DISCUSION GENERAL

Luego de la induccion de la floracidn, la periferia del SAM sufre una transformacion hacia un MF. A su vez, los MFs
generan cuatro verticilos de desarrollo distintos que constituiran, luego de un regulado proceso, los 6rganos florales
discretos. La identidad de cada drgano floral esta determinada por la accion coordinada de genes homedticos florales
especificos; sintetizado en la actualidad en el modelo (A)B(C) [18] (Figura 29). Sin embargo, este modelo todavia es
insuficiente para comprender la formacion y variedad en la morfologia de 6rganos florales. Mas aun, la investigacion
reciente ha identificado que algunos FTs posicionados aguas arriba o aguas abajo de los factores homeoticos florales
cumplen una funcién redundante y participan de manera similar en el desarrollo de los érganos florales [51]. Entre las
familias de proteinas vinculadas a este proceso destacan las C2H2-ZFP, cuyos mecanismos de regulacion estan cruzados
por interacciones complejas entre FTs, modificacion epigenética, proliferacion celular y regulacién hormonal. El andlisis
de la expresion geénica, el estudio de lineas transgénicas y la secuenciacion masiva de genomas y transcriptomas han
colaborado en dilucidar el papel de las C2H2-ZFP en el desarrollo floral en especies modelo, pero su estudio en la vid no se

ha realizado hasta antes de este trabajo de tesis.

La familia VviZFP se compone por 98 genes distribuidos ampliamente en los 19 cromosomas del genoma de la vid.
Estos genes codifican para proteinas con un nimero y ubicacion variable de dominios ZF, lo que sirve para su clasificacion.
El andlisis de Ontologia Génica indicé que los VviZFP cumplen su funcion bioldgica mayoritariamente en procesos del
desarrollo y crecimiento mediante la requlacion de la expresion de otros genes (caracteristica comin de los FT). Desde la
identificacion masiva y caracterizacion, se puso especial atencion a un grupo de VviZFPs candidatos cuya dinamica de
expresion tejido especifica y similitud de secuencias con otros ZFP previamente descritos sugieren una participacion en

los eventos del desarrollo floral (genes VviZDP)(Figura 29).

Ya que lo siguiente era evaluar la dindmica de expresion de los genes VviZDP candidatos durante el desarrollo del polen
en el cultivar ‘Carmenere’, se hizo necesario posicionar este proceso dentro de la escala del desarrollo E-L., considerando
que el momento en que ocurren los eventos del desarrollo del polen varia entre cultivares de la misma especie [215,219]. Se
utilizaron distintas aproximaciones para determinar que el desarrollo del polen en este cultivar esta ocurriendo entre las
etapas E-L13y E-L16 del sistema E-L. Con esta informacidn, se procedio a evaluar la expresion relativa de los genes VviZFP],
VviZFP3, WiZFP13, VviZFP30, VviZFP68, VviZFP8T y VviZFP85, presentando todos diferentes niveles de acumulacion de
transcritos durante el periodo del desarrollo floral evaluado. El contraste de los perfiles de expresion con la caracterizacion
fenoldgica (del estado celular del contenido de anteras) de las etapas evaluadas colabord para interpretar de mejor manera
los resultados obtenidos. Posteriormente, se profundizé en la comprension de dos VviZDP evaluando la actividad de su
promotor mediante el ensayo de tincion histoquimica GUS, confirmando la expresion de VviZFP13 y VviZFP68 en granos de

polen y en estigma para el caso especifico de VviZFP13. Los andlisis se complementaron con la caracterizacion de sus
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regiones promotoras, identificando elementos de respuesta a genes homedticos, regulacion hormonal y elementos de
expresion polen especificos. Toda esta informacion genera un marco de conocimiento respecto de la familia de C2H2-ZFP

de la vid en general, ademas da luces sobre aquellos miembros con una putativa funcion en los eventos de desarrollo del

polen (Figura 29).
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Figura 29. Regulacion y expresion de genes VviZDP. Los genes VviZFP que participan en el desarrollo del polen (genes VviZDP) son un
grupo de genes pertenecientes a la familia VviZFP de la vid. La expresion de los VviZDP es requlada por factores homeéticos, basados
en el modelo (A)B(C), factores de transcripcion y por elementos propios de las vias de regulacion mediada por fitohormonas. Los perfiles

de expresidn de un grupo de VviZFP demuestran que estos genes estan siendo transcritos durante los eventos clave del desarrollo del
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polen. A su vez, la expresion de VviZFP13 y VviZFP68 permiten proponer a ambos genes como VviZDP. CMP, célula madre del polen; M.E.,

microesporogénesis; M.G., microgametogénesis; GPM, grano de polen maduro.
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5. PROYECCIONES

Desde este trabajo de tesis quedan proyectadas varias actividades y nuevas hipétesis que conducen a comprender de
mejor manera la participacion de esta familia de genes en el desarrollo del polen. Debido a que la generacién de
conocimiento es dindmica, se han reportado otros ZFP relacionados al desarrollo floral que no fueron incluidos en la

planificacion de este trabajo de tesis o que por limitaciones técnicas no pudieron ser considerados.

Del grupo de genes VviZDP candidatos seria interesante continuar los estudios de caracterizacion de los genes y

regiones promotoras de VviZFP1, VviZFP30, VviZFP40 y WiZFP8O0.

Posteriormente, se proponen realizar ensayos de complementacion de lineas mutantes para estos genes en otros
modelos vegetales. Para arabidopsis, se disponen de recursos de lineas mutantes y mapeo de estas, las que pueden ser
utilizadas en ensayos de complementacion. Ademas, se dispone del sistema CRISPR/Cas9 como herramienta fundamental

para ser usada en ensayos futuros.

Otra arista no evaluada en este trabajo de tesis es la participacion de los genes VviZDP en las rutas de sefalizacion

mediadas por fitohormonas, lo que debe ser determinado en experimentos posteriores a este trabajo de tesis.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

La familia de genes que codifica para C2H2-ZFP en la vid (Familia VviZFP) estd compuesta por 98 genes
distribuidos en los 19 cromosomas de su genoma. Un grupo de estos genes son regulados transcripcionalmente
durante el desarrollo del polen.

En el cultivar ‘Carmenere’, la especificacion de CMPs es visible a partir del estadio 13 de la escala E-L y el polen
maduro es visible a partir del estadio 16 de la escala E-L, lo que fue ratificado por analisis de expresidn relativa
mediante gRT-PCR de genes homedticos y genes vinculados al desarrollo del polen.

Los analisis de expresion génica, la identificacion de elementos en cis, junto con la determinacidn de la actividad
de los promotores de VviZFP68 y VviZFP13 muestran que ambos genes son requlados en células del gametofito

masculino durante el momento en que se desarrolla el polen.
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7. SUPLEMENTARIOS
1.1Figuras Suplementarias
1.1.1Figura Suplementaria 1. Pardmetros utilizados en codeml para la comparacion de secuencias por pares

7.1.2 Figura Suplementaria 2. Relacion dy/ds entre sustituciones no sinénimas (dy) y sindnimas (ds). Relacion dy/ds entre

cada WiZFP y su(s) secuencia(s) paraloga(s) calculada usando el modulo PAL2NAL del software PAML.

1.1.3 Figura Suplementaria 3. Mapa de digestion de la region promotora de VviZFP68 y posicion de partidores utilizados en

el estudio.

1.1.4 Figura Suplementaria 4. Mapa de digestion de la region promotora de VviZFP13 y posicion de partidores utilizados en

el estudio.
1.1.5 Figura Suplementaria 5. Mapa del vector de expresion binaria pBI121.

71.1.6 Figura Suplementaria 6. Mapa del vector de expresion hinaria pCAMBIA1303.

7.2 Tablas Suplementarias

7.2.1 Tabla suplementaria 1: Términos de Ontologia génica (G0) significativamente enriguecida en la familia de genes VviZFP.
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1.1.1Figura Suplementaria 1

Parameters to codeml

noisy = 0 * 0,1,2,3,9: how much rubbish on the
verbose = 0 * 1 detailed output, 0: concise
runmode = -2 * 0: user ftree; 1: semi-automatic; 2: automatic *3: StepwiseAddition;
(4,5):PerturbationNNI; -2: pairwise
cleandata = 1 * "l added on 07/07/2004" Mikita Suyama

segtype =1 * 1l:codons; 2:AAs; 3:codons-->AAs CodonFreq = 2 * 0:1/61 each, 1:F1X4, 2:F3X4,

3:codon
model = 2 * models for codons: * 0:one, 1:b, 2:2 or more dN/dS ratios for branches

NSsites = O * dN/dS among sites. 0o variation, 1:neutral, 2:positive
icode = 0 * QO:standard genetic code; 1:mammalian mt; 2-10:see
Mgene = 0 * O:rates, l:separate; 2:pi, 3:kappa,
fix_kappa = O * L kappa  fixed, 0: kappa to be estimated
kappa = 2 * initial or fixed

fix_omega = 0 * 1: omega or omega_1 fixed, 0: estimate
omega = 1 * initial or fixed omega, for codons or codon-transitd AAs
fix_alpha = 1 * 0. estimate gamma shape parameter; 1: fix it at
alpha = .0 * initial or fixed alpha, O:infinity (constant
Malpha = 0 * different alphas for

ncatG = 4 * # of categories in the dG or AdG models of
clock = 0 * 0 no clock, unrooted tree, 1: clock, rooted
getSE = O * 0: dont want them, 1. want S.Ess of estimates
RateAncestor = 0 *  (1/0): rates (alpha>0) or ancestral states (alpha=0)
method = 0 * 0: simultaneous; 1: one branch at a
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71.1.2 Figura Suplementaria 2
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6.1.3 Figura Suplementaria 3
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1.1.4 Figura Suplementaria &4

IISN IYEneg

|deg |udg
|0dsg MY
180ED IipuH
AVAdH IXesg
|aisg [INAd
NiyHOAdH 1243
|goag nsd
oV Iywsg Isig
Idwsg:- AN 198z Ldsg lbe L
[BWX 18ld llueg Isag
INdsL«- 161G [oed nggLAdH Ny
1gosg-1nisgx [od ISpdsL s
[BAY - |[0BS [emg |dsN INOdsg lnuda#
[BWS | [NBL+ s Infy [BWN [ogN #
|geuS:-  [Jwox 1ydH 4003 lueg 4L

000¢ T T T T T b

o €ld4zZinwoid — WleNuso e L d4ZIAWOId 5 4 [enuso” gl d4zIanwoid +4 ldd4ZInAwoud

uoiyisod Jawid « puens | sino |
uonejAyiew do Aq parosye abeaes)o uoisusxe g | 7
a|ge|ieA. Aj[eI101aWWoD JON uoisuaxa .G |7,
Ja1ddns Jayjo seH -
g3N woyy ajqepeay | M2 PUSUNIG | T (aMg-) uoibal ssjowold gLd4ZIAN

119



71.1.5 Figura Suplementaria 5
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7.1.6 Figura Suplementaria 6
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7.2.1Tabla Suplementaria 1

GO Term  Ontology Description Numberin Numberin p-value  FDR
input list  BG/Ref

60:200M41 BP  Regulation of RNA biosynthetic process 24 4626  55E-06  0,0013
60:0006355 BP  Regulation of transcription, DNA-templated 24 4626  55E-06  0,0013
60:1903506 BP  Regulation of nucleic acid-templated transcription 24 4626  55E-06  0,0013
60:0048589 BP  Developmental growth 13 1740 SIE-05  0,0023
60:0097659 BP  Nucleic acid-templated transcription 24 5148 3,2E-05 0,003
60:0010556 BP  Regulation of macromolecule biosynthetic process 25 5489 SIE-05  0,0023
60:0006351 BP  Transcription, DNA-templated 24 5148 3,2E-05 0,0023
60:0032774 BP  RNA biosynthetic process 24 5150 33E-05  0,0023
60:0051252 BP  Regulation of RNA metabolic process 24 5067  25E-05 0,0023
60:2000m2 BP  Regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 25 5489 SIE-05  0,0023
60:0031326 BP  Regulation of cellular biosynthetic process 25 5616 4,6E-05  0,0027
60:0010468 BP  Regulation of gene expression 25 5609  45E-05  0,0027
60:0009889 BP  Regulation of biosynthetic process 25 5740  65E-05 0,0035
60:0019219 BP  Regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 24 5390  6,8E-05 10,0035
60:0042538 BP  Hyperosmotic salinity response 5 2N 2,0E-04  0,0094
60:0009860 BP  Pollen tube growth 6 433 21E-04  0,0094
60:0060255 BP  Regulation of macromolecule metabolic process 27 6998 2,4E-04 0,01
60:0080090 BP  Regulation of primary metabolic process 27 7053 2,7E-04 0,01
60:0040007  BP  Growth 13 2162 27e-04 0,00
60:0031323 BP  Regulation of cellular metabolic process 27 749 S4E-04 0,012
60:005M7 BP  Regulation of nitrogen compound metabolic process 24 6107 45E-04 0,015
60:0048868 BP  Pollen tube development 6 518 54E-04 0,018
60:0044703 BP  Multi-organism reproductive process 10 1495 6,4E-04 0,02
60:0030154 BP  Cell differentiation 13 2401 72E-04 0,021
60:0009826 BP  Unidimensional cell growth 8 1007  7,78-04 0,022
60:0048869 BP  Cellular developmental process 15 3085 8,2E-04 0,023
60:0019222 BP  Regulation of metabolic process 27 7585 8,7E-04 0,023
60:0006972 BP  Hyperosmotic response 5 430 16E-03 0,039
60:0010200 BP  Response to chitin 6 639 16E-03 0,039
60:0009932 BP  Cell tip growth 6 661 19E-03 0,044
60:0008270 MF Zinc ion binding 98 4645 22E-96  14E-94
60:0046914 MF  Transition metal ion binding 98 6640  64E-82  2E-80
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7.2.1 Tabla Suplementaria 1. Continuacion (2)

GO Term  Ontology Description Numberin Numberin p-value  FDR
input list  BG/Ref

60:0046872 MF  Metalion binding 98 9138 58E-69  12E-67
60:0043169 MF  Cation binding 98 9602  6.0E-67  9.4E-66
60:0043167 MF  lon binding 98 10090  6,2E-65 7.8E-64
60:0003676 MF  Nucleic acid binding 63 9863 14E-22  14E-21
60:0005488 MF  Binding 98 31578 17E-18  1,6E-17
60:1901363 MF  Heterocyclic compound binding 66 20082  12E-08 8,7E-08
60:0097159 MF  Organic cyclic compound binding 66 20106  1,2E-08  8,7E-08
60:000107M MF  Nucleic acid binding transcription factor activity 16 1750 2,5E-07 0,0000014
60:0003700 MF  Transcription factor activity, sequence-specific DNA binding 16 1750 2,5E-07 0,0000014
60:0042803 MF  Protein homodimerization activity 5 340 56E-04  0,0029
60:0005622  CC Intracellular 93 34574 3A4E-13 2E-TI
60:0044464  CC  Cell part 93 37480 49E-10  9,BE-09
60:0005623 CC  Cell 93 37480 49E-10  9,BE-09
60:0005667 CC  Transcription factor complex 16 1950 1,0E-06  0,000015
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8. ANEX0S

8.1 Participacion en reuniones cientificas

8.1.1 Eventos Nacionales

EVENTO

FECHA

TIPO DE PARTICIPACION
AUTORES

TiTULO

EVENTO

FECHA

TIPO DE PARTICIPACION
AUTORES

TiTULO

EVENTO

FECHA

TIPO DE PARTICIPACION
AUTORES

TiTULO

EVENTO
FECHA

TIPO DE PARTICIPACION
AUTORES

TiTULO

X!l Reunion de Biologia Vegetal
03-06 de diciembre de 2018
Presentacion modalidad poster
Oscar Arrey-Salas, Enrique Gonzalez

Evaluation of grapevine VviZFP67 as putative hortologous of Petunia PhMEZ], a C2H2 zinc-
finger protein gene coding involved in pollen development regulation

X1l Reunion de Biologia Vegetal

03-06 de diciembre de 2018

Presentacion modalidad poster

Ana Carolina Puentes-Romero, Oscar Arrey-Salas, Rubén Aimada, Enrique Gonzélez

Analysis of microsporogenesis and involved genes in early stages of pollen development
in Vitis vinifera cv. Carménére.

XII Reunion de Biologia Vegetal

04-07 de diciembre de 2017

Presentacion modalidad poster

Oscar Arrey-Salas, José Carlos Caris-Maldonado, Enrique Gonzalez

Uncovering C2H2 zinc-finger proteins in grapevine (Vitis vinifera L.). The gene family
identification, phylogenetic relationships and expression profile reveal possibly
participation in regulation of developmental processes

XI Reunidn de Biologia Vegetal

28 de noviembre al 01 de diciembre de 2016
Presentacion modalidad poster

Oscar Arrey-Salas, Simon Ruiz-Lara, Enrique Gonzélez

Genome-wide identification, characterization and expression analysis of genes putatively
Involved in pollen development in Vitis vinifera
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EVENTO : X Reunion de Biologia Vegetal

FECHA : 01-04 de diciembre de 2015

TIPO DE PARTICIPACION : Presentacion modalidad pdster

AUTORES :  Oscar Arrey-Salas, Enrique Gonzalez

TiTULO . Zinc-finger transcription factors possibly involved in pollen development in Vitis vinifera

8.1.2 Eventos Internacionales

EVENTO . Plant Biology 2018

LUGAR . Montreal, Canadé

FECHA : 14-18 de julio de 2018

TIPO DE PARTICIPACION : Presentacion modalidad poster

AUTORES :  Oscar Arrey-Salas, Jose-Carlos Caris-Maldonado, Bairon Hernandez, Enrique Gonzélez
TiTULO :  Genome-wide identification and characterization of genes encoding C2H2 zinc-finger

proteins from grapevine (Vitis vinifera L.). Selection and evaluation of VviZFP candidate
genes associated to pollen development regulation

8.2 Articulos cientificos publicados

Arrey-Salas, 0.; Caris-Maldonado, J.C.; Hernandez-Rojas, B.; Gonzalez, E. Comprehensive Genome-Wide Exploration of C2H2
Zinc Finger Family in Grapevine (Vitis vinifera L.): Insights into the Roles in the Pollen Development Regulation.
Genes 2021, 12, 302. https://doi.org/10.3390/genes12020302
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