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1.4

Deficiencias de zinc en Vitis vinifera cv. Carméneére y su impacto sobre el
desarrollo reproductivo

1.4.1 Elciclo reproductivo de la vid

1.4.2 Alteraciones del proceso de desarrollo frutal en vides de la variedad
Carménére
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2.1

2.2

Hipotesis y objetivos.

MATERIALES Y METODOLOGIA.

Materiales:

2.1.1  Material vegetal.

2.1.2  Oligonucledtidos partidores utilizados en esta tesis.

2.1.3  Material bioldgico.

Métodos.

2.2.1 Identificacion y aislamiento de genes para transportadores de zinc.
2.2.1.1 Purificacién de ADN gendmico de V. vinifera cv. Carménere.
2.2.1.2 Purificacién de ARN vy sintesis de ADNc
2.2.1.3 Aislamiento de genes mediante PCR “gen especifico”.
2.2.1.4 Clonamiento y secuenciacidn de genes aislados.

2.2.2  Analisis de secuencias nucleotidicas
2.2.2.1 Determinacién de estructura y organizacion genémica.

2.2.2.2  Andlisis in silico de las regiones reguladoras en cis de los
genes en estudio.
2.2.2.3 Andlisis de secuencias aminoacidicas deducidas, prediccidén
de topologia y localizacidn subcelular.
2.2.2.4 Construccion de arboles filogenéticos.

2.2.3 Determinacion de los perfiles de expresion de WZIP3, VWWHMA5.4 y
VWMTP1 durante el desarrollo de Vitis vinifera Cv. Carménere mediante
gRT-PCR.

2.2.4 Determinacion de los patrones de acumulacion de zinc durante el

desarrollo reproductivo de Vitis vinifera Cv. Carménére.
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3.1

3.2

2.2.5 Caracterizacion funcional de VvZIP3.
2.2.5.1 Complementacion en levaduras.

2.2.5.2 Localizacion subcelular.

RESULTADOS.

Identificacion y caracterizacion estructural de genes y proteinas involucradas
en el transporte de zinc durante el desarrollo reproductivo de Vitis vinifera Cv.
Carménere.

3.1.1 Aislamiento y secuenciacién del gen VwZIP3.

3.1.2 WZIP3 conserva caracteristicas propias de los trasportadores de zinc
pertenecientes a la familia ZIP.

3.1.3 La proteina de fusién VVZIP3:mGFP5 es dirigida a la membrana
plasmatica en células epidermales de cebolla.

3.1.4 WZIP3 restaura el crecimiento limitado por zinc en la levadura doble
mutante ZHY3.

3.1.5 Aislamiento y secuenciacién del gen VWMTP1.

3.1.6 La proteina codificada por WMTPI muestra una alta identidad con
transportadores de zinc pertenecientes al grupo | de la superfamilia de
proteinas CDF.

3.1.7 Aislamiento y secuenciacién del gen VWHMA5. 4.

3.1.8 La proteina codificada por WHMA5.4 presenta caracteristicas
estructurales propias de transportadores de la familia P1b-ATPasas.

3.1.9 Identificacion del gen VWZAP1, secuencia similar a los geneshemélogea
les—genes AtZAP1 y ScZAP1p que codifican para un factor de
transcripcion involucrado en la homeostasis de zinc.

Analisis del perfil transcripcional de los genes involucrados en transporte de
micronutrientes WZIP3, VWHMAS5.4 y VWMTP1, y del factor de transcripcion
VVZAP1 durante el desarrollo reproductivo de Vitis vinifera Cv. Carméneére.

3.2.1 WZIP3 se expresa principalmente durante el desarrollo reproductivo de
Vitis vinifera cv. Carménére y se encuentra reprimido en bayas
partenocarpicas.

3.2.2 VWMTP1 es expresado diferencialmente al inicio de la maduraciéon del
fruto de Vitis vinifera cv. Carméneére y su expresion se ve afectada en
frutos partenocarpicos

32

32

32

34

35

35

36

39

40

42

42

46

46

50

51

51

54



5

6

7

323 WHMA5.4 es expresado diferencialmente durante el desarrollo
reproductivo temprano de frutos normales y partenocarpicos de Vitis
vinifera cv. Carménere.

3.2.4 WZIP3, VWMTP1, VWHMA5.4 son expresados independientemente del
factor de transcripciéon VvZAP1 durante el desarrollo reproductivo de
Vitis vinifera cv. Carménere.

3.3  Analisis del perfil de acumulacion de zinc durante el desarrollo reproductivo
de Vitis vinifera Cv. Carménére.
3.4 Analisis in silico de las regiones reguladoras de la expresion del gen VvZIP3
DISCUSION
4.1 Transportadores de metales en Vitis vinifera cv. Carménére

4.1.1 La proteina VWHMAS.4 participaria en la carga de micronutrientes durante

el desarrollo temprano de la vid y su sintesis no se veria afectada por el
evento partenocarpico en bayas.

4.1.2 VWMTP1, homologo de AtMTP1 es inducido al inicio de la maduracién de las

bayas de la vid y la proteina codificada se relaciona principalmente con el
almacenamiento de zinc en la vacuola y

4.1.3 La proteina VVZIP3 es un transportador de zinc perteneciente a la familia de

transportadores ZIP y estaria asociado a la carga de zinc durante el
desarrollo reproductivo normal del fruto de la vid.

4.1.4 Los genes WZIP3, VWMTP1 y VWHMAS.4 actuarian espacial y temporalmente

7.1

7.2

coordinados determinando la carga/descarga de metales durante el
desarrollo reproductivo de Vitis vinifera cv. Carméneére.

CONCLUSIONES.
BIBLIOGRAFIA.
ANEXOS

Anexo 1

Anexo 2

57

59

61

63

66

67

67

68

70

73

77

79

89

90

92



LISTA DE TABLAS

Tabla Titulo Pagina

1.1 Asignacién de funcién molecular basada en ontologia génica (GO:3674) 6

LISTA DE FIGURAS

Figura Titulo Pagina
Figura1: Estructura gendmica de la secuencia denominada WZIP3. 35
Figura 2:  Andlisis de predicciéon de topologia para VvZIP3. 37

Figura 3: Comparacidon de la secuencia aminoacidica de VvZIP3 con sus homdlogos de otras 37
especies vegetales.

Figura4: Relaciones filogenéticas entre VVZIP3 y proteinas tipo ZIP desde Vitis vinifera y 38
Arabidopsis thaliana.

Figura 5: Localizacidn celular de VvZIP3:mGFP5 en planta. 39
Figura6: Complementacion de la levadura mutante ZHY3 (zrt1zrt2A) con WZIP3. 41
Figura7: Estructura gendmica de secuencia denominada VWMTP1. 43
Figura 8: Analisis de topologia de VVMTP1. 43
Figura9: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas relacionadas a VWMTP1. 44

Figura 10: Relaciones filogenéticas entre VVMTP1 y proteinas tipo CDF desde Vitis vinifera y 45
Arabidopsis thaliana.

Figura 11: Estructura gendmica de secuencia denominada VWHMAS5.4. 47
Figura 12: Analisis de topologia de VVHMAL1. 47
Figura 13: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas relacionadas a VVHMAS.4. 48



Figura 14:
Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Relaciones filogenéticas entre VWHMAS.4 y otras proteinas tipo HMA desde Vitis
vinifera y Arabidopsis thaliana.

Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas VVZAP1 y AtZAP1

Perfil de expresion de VwZIP3 en varios 6rganos del cultivar carménéere mediante g-
PCR.

Perfil de expresién de WZIP3 en el estado de Pre-envero de bayas normales y
partenocarpicas.

Perfil de expresion de VWMTP1 en varios drganos del cultivar carménere mediante
q-PCR.

Perfil de expresién de VWMTP1 en el estado de Pre-envero de bayas normales y
partenocarpicas.

Perfil de expresiéon de VWHMA5.4 en varios organos del cultivar carménére
mediante g-PCR.

Perfil de expresion de VWHMAS5.4 en el estado de Pre-envero de bayas normales y
partenocarpicas.

Perfil de expresién de VwZAP1 en varios drganos del cultivar carménére mediante
q-PCR.

Patrén de acumulacién de Zn*? durante el desarrollo reproductivo de Vitis vinifera
cv. Carménere.

Patrén de acumulacién de Zn*? durante el desarrollo de bayas normales y
partenocarpicas.

Comparacioén de los elementos en cis identificados en WZIP3 y AtZIP11.

Abundancia de Transcritos para genes ZIP durante el desarrollo de Arabidopsis
thaliana.

49

50

52

53

55

56

57

58

60

62

\



LISTA DE ANEXOS

Anexo Titulo Pagina

Anexo 1 Secuencias utilizadas para construir relaciones filogenéticas. 90

Anexo 2 Andlisis in silico de zonas reguladoras (2000 bp) en transportadores ZIP de 92
Arabidopsis thaliana y Vitis vinifera basados en JASPAR y ConSite.

\il



