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RESUMEN

La susceptibilidad al desgrane de ciertos genotipos de uva de mesa esta asociada
a la expresion diferencial de genes expresados en el pedicelo en respuesta al
tratamiento con &cido giberélico (GAs). Se caracterizaron genes diferencialmente
expresados en la estructura en genotipos susceptibles a desgrane por tratamiento
con &cido giberélico. Para ello se estudié la expresion de genes identificados
mediante analisis transcriptdmico (ARN-Seq) por comparacion de muestras tratadas
y no tratadas con la fitohormona y seleccionandolas a partir de su funcion biologica
asociada al fenotipo (desgrane). Estos genes se validaron mediante analisis PCR
tiempo real comparando muestras de ARN obtenidas de variedades que presentan
diferentes respuestas contrastantes al desgrane frente a aplicaciones de GAz y sus
respectivos controles. Esto se realizo con la toma de muestras en diferentes estados
fenologicos para observar su perfil de expresion a lo largo del desarrollo de la baya.
Un total de 9 genes fueron seleccionados para ser analizados: VVPAL,
VWCCOAOMT, VWRAP2-3, VWCCR1, VWMETKS5, WLAC12, VWGA20x8, VVDCR y
VVIMT. Estos genes presentaron una expresion diferencial y posteriormente
podrian servir para desarrollar marcadores de seleccidn para descartar progenitores

y variedades con propension a desgrane.
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ABSTRACT

Shatter susceptibility in certain table grape genotypes is associated with a differential
expression of genes expressed in the pedicel in response to treatment with
gibberellic acid (GAs). Genes differentially expressed in the structure were
characterized in genotypes susceptible to shatter by treatment with gibberellic acid.
To accomplish this, the expression of the genes was identified by transcriptomic
analysis (RNA-seq) and studied by comparing samples treated and non-treated with
the phytohormone and selecting them based on their biological function associated
with the phenotype (shatter). These genes were validated by qPCR analyses
comparing RNA samples obtained from varieties that present contrasting responses
to shatter compared to GAs applications and their respective controls. This was done
by taking samples in different phenological stages to observe their expression profile
throughout the development of the berry. A total of 9 genes were selected to be
analyzed: VVvPAL, VVCCOAOMT, VVRAP2-3, VVCCR1, VVMETK5, VVLAC12,
VVGA20x8, VVDCR, and VVJMT. These genes showed a differential expression and
could later be used to develop selection markers to rule out parents and segregants

with a propensity to shatter.
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1. INTRODUCCION

1.1. Exportacion Uva de mesa

A nivel mundial la vid (Vitis vinifera L.) es uno de los principales frutales, con un area
cultivada de alrededor de 7,5 millones de hectareas y una produccion aproximada
de 80 millones de toneladas ocupando asi el tercer lugar mundial en produccion,
después de las bananas y manzanas (Datos FAO 2018). De acuerdo con la
Organizacion Internacional de Vifias y Vinos, del total producido a nivel mundial un
30% corresponderia a uva de mesa, en cuyo caso la frescura, el color, el sabor, la
textura y el tamafio de los racimos y bayas son importantes para el consumidor (OIV

2016).

En Chile, la uva de mesa (excluyendo a la uva para vinificacion) lidera la lista como
la principal especie frutal con aproximadamente 47.800 hectareas distribuidas
principalmente entre la zona norte (Regién de Atacama) y centro del territorio
continental (Region de Nuble), con una produccion total de entre 730.000 y 800.000
toneladas para exportacion, correspondientes a un monto aproximado de US$ 1.700
millones por temporada (ODEPA 2019). Esto posiciona a Chile como el principal
exportador a nivel mundial por un amplio margen, con destino preferente a los
mercados estadounidense, europeo y adentrandose de forma creciente al mercado

asiatico (ODEPA 2019).



La exportacion total de Chile se concentra principalmente en cuatro variedades: la
variedad con semillas ‘Red Globe’ (27,7%), seguida de ‘Thompson Seedless’
(24,5%), ‘Crimson Seedless’ (21%) y ‘Flame Seedless’ (11,4%), las tres ultimas
apirenas (es decir, sin semillas) y que representan en conjunto mas de un 60% del
total enviado al extranjero (ODEPA 2019). El alto porcentaje de variedades
apirénicas exportadas se condice con el atractivo comercial que representan éstas

para los consumidores de los principales mercados sefialados anteriormente.

1.2. Desarrollo fenologico en variedades apirénicas

El desarrollo del fruto de la uva de mesa se grafica en el crecimiento de la baya,
representado por medio de una curva sigmoidea de doble de crecimiento separada
por una fase de latencia (Kennedy 2002). La primera etapa corresponde a una fase
de division celular durante las primeras semanas, resultando en un aumento
acelerado del tamafio y peso de la baya; esta fase posee una duracion de 4 a 10
semanas dependiendo de la variedad y al final de ésta el nUmero total de células en
la baya ha sido fijado (Coombe 1992). Seguidamente comienza la segunda etapa,
la que se caracteriza como una fase de latencia entre 1 a 3 semanas en la que se
reduce la tasa de crecimiento de la baya (Kennedy 2002). El paso a la tercera etapa
comienza en el punto de inflexion conocido como envero, marcando el inicio de la
maduracion del fruto con una rapida acumulacion de azucares y expansion celular

gue genera el aumento a un doble del tamafio a la cosecha (Kennedy 2002). .



A pesar de su alto interés comercial, la ausencia de semillas en variedades
apirénicas tendria un efecto negativo en el tamafio del producto deseado, ya que
las giberelinas (GAs), fitohormonas que fomentan el desarrollo de la planta, serian
sintetizadas en su mayoria en dicho érgano (Dennis y Nitsch 1966), especificamente
en el embrion (Kaneko et al., 2003). En estos cultivos la fertilizacion es seguida por
el aborto del endosperma (estenospermocarpia), y como consecuencia, el
desarrollo de la semilla se detiene; éstas solo servirian como una fuente primaria de
giberelinas (Conde et al., 2007), las que son transportadas al fruto para fomentar el
crecimiento; es mas, el nimero de semillas suele presentar una correlacion lineal
con el tamafio de la baya y, por lo tanto, con el tamafio final del racimo (Walker et
al. 2005); esto no solo acontece en uva de mesa, sino que también en otras frutas
(NCBI 2022). Como consecuencia de lo anterior es que estas variedades presentan
un tamafio pequefio por contener niveles bajos de GAs (lwahori et al., 1967). Es
mas, se ha demostrado en estudios de mutantes deficientes en giberelinas
enddgenas su importancia en el desarrollo de la mayoria de los érganos y tejidos

en desarrollo (Hedden y Phillips, 2000).

1.3. Acido giberélico, regulador de crecimiento

Los primeros reportes de la presencia de giberelinas endégenas en uva sugieren
gue estarian involucradas en la regulacion del tamafio de la baya durante la primera
etapa de crecimiento y que podria ser un factor limitante del tamafio de bayas en

uvas apirénicas (Coombe 1960); de hecho, el contenido maximo alcanzable se daria



en las etapas | y Il. Incluso se encontrarian mayores niveles en variedades con
semilla de aquellas que no tienen y disminuirian a medida que avanza el estado
fenolégico, obteniendo dos maximos, el mayor entre 17 a 21 dias después de la
antesis (durante el inicio de la etapa I) y el otro (en menor grado) se detecta entre
el final del periodo de letargo y el inicio del segundo periodo de crecimiento (Pérez
et al., 2000). Es por esto, que en las variedades apirénicas se requiere la aplicacién
externa de giberelinas, y por preferencia de acido giberélico (GAsz) para el
crecimiento de baya, ya que sin este regulador de crecimiento enddgeno la
baya/racimo no alcanza un tamafio de interés comercial (Gao et al., 2022).

De las 136 giberelinas identificadas, la mayoria no son biolégicamente activas y
entre las que si lo son, las mas comunes en plantas superiores son GA1, GAsy GA7
(McMillan 2001) y, a pesar de estar presentes en bajas concentraciones en plantas,
regulan procesos tan importantes como el crecimiento de la baya mediado por

division celular, el alargamiento celular, o ambos (Sachs y Weaver, 1968).

El GA3z es una de las principales giberelinas bio-activas (junto a GA1, GAzy GAv)
(Yamaguchi 2008). Este compuesto fue descubierto al observar que el hongo
Gibberella fujikuroi causaba el aumento desmedido del tamafio y aborto de semillas
en arrozales; el componente asociado a este efecto fue aislado del hongo,
reveldndose luego su estructura quimica (Chasan 1995). A partir de su
descubrimiento, el GAzes la giberelina mas utilizada a nivel industrial en agronomia
y horticultura, debido a su bajo costo y facil sintesis, que emulan al compuesto

natural (Trindade et al., 2015).



La utilizacion de &cido giberélico para incrementar el tamafio de las bayas en
variedades de Vitis vinifera carentes de semillas fue introducido hace mas de medio
siglo (Weaver 1958) e incluso se logré demostrar que el momento de aplicacion en
funcion del estado fenolégico de la vid era crucial para determinar un efecto
especifico en la planta (Coombe 1973), es decir, la utilizacién de la fitohormona en
cierto punto del crecimiento causaria una determinada respuesta a nivel biolégico.
Por ejemplo, la aplicacion de GAsz en cultivares con semillas anterior a la etapa de
antesis aumenta la cuaja e induce la partenocarpia (Chundawat et al., 1971); causa
lignificacion y contorsion del raquis (Aguero et al., 2000) e induce el alargamiento
de las bayas en algunos cultivares (Nijjar y Bhatia, 1969), y en otros, reduce el
tamafo (Chundawat et al., 1971). Al menos dos aplicaciones de GAz (40 ppm o 40
uL L) son recomendadas comercialmente en uva de mesa ‘Thompson Seedless’
en condiciones locales de cultivo (Pérez 1994). Sin embargo, los agricultores
tienden a usar el regulador de crecimiento en exceso para obtener un tamafio de
baya acorde a los mercados internacionales, aumentando la tasa de desgrane en
esta variedad (Retamales y Cooper 1993). En otros lugares, como Sudafrica, se
recomienda realizar no mas de tres aplicaciones (Mariette et al. 2007). Como se
aprecia en la Figura 1-1, el nimero de aplicaciones y la concentracién son

proporcionales al desgrane de la baya, lo que limita el uso de la fitohormona.
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Figura 1-1. Efecto del tratamiento con acido giberélico en baya de uva Thompson Seedless. Las
vides fueron rociadas con 200 ppm de GA,. En cosecha los racimos fueron pesados y posteriormente

agitados durante 1 minuto. Las bayas caidas fueron recolectadas y pesadas para determinar el
porcentaje de desgrane. Obtenido desde Ben-Tal 1990.

1.4. Efectos no deseados: Abscisidon y desgrane

La respuesta al tratamiento con GAs es diversa y dependiente a la sensibilidad de
cada variedad (Wolf y Loubser, 1992), incluso se han descrito distintos grados de
respuesta sujeto a tejido y/o érganos entre un mismo cultivar (Aguero et al., 2000;
Mullins et al., 1992;) sin saberse el porqué de esto hasta el dia de hoy. Ademas de
su influencia en el tamafio de la baya, los racimos tienden a eliminar frutos al ser
rociados durante la floracion con GAs causando una gran reduccion en el nUmero
de bayas desarrolladas por racimo, alivianando asi la labor para realizar una poda
apropiada (Lynn C. 1966; Williams L. 1987). Sin embargo, el tratamiento con GA3
también causa un mayor porcentaje de la caida de bayas en racimos maduros, es

decir, se genera el desgrane o abscision del fruto, especialmente en los periodos de



cosecha y poscosecha (Jensen y Bettiga 1983). Estos efectos combinados del
tratamiento en ‘Thompson Seedless’ han sido conocidos durante muchos anos
(Ben-Tal 1990), sin embargo, ha sido muy dificil determinar la concentracion exacta,
namero y tiempos de aplicaciones de esta fitohormona en los que el dafio
(desgrane) comienza a superar los beneficios obtenidos (mejor poda y bayas mas
grandes). El desgrane aumenta al madurar la uva y usualmente la severidad es
mayor en variedades sin semilla (‘Flame Seedles’, ‘Thomspon Seedless’, ‘Crimson
Seedless’, entre otras) y menor en las que si tienen (‘Red Globe’) (Cheng et al.,
2013). Es mas, la severidad varia entre temporadas, variedades e incluso cultivos;
esto ha sido confirmado en varios estudios (Cheng et al., 2013; Garcia-Rojas et al.,
2018), encontrando una gran variedad de respuestas en distintos genotipos de uva

de mesa (Figura 1-2).

El manejo también incide considerablemente en el desgrane. Por ejemplo, el uso de
reguladores de crecimiento tales como el acido giberélico y forclorfenurén
(fitohormona perteneciente al grupo de las citoquininas), no solo inducen un
aumento del tamafio de la baya, sino que promueven el engrosamiento del pedicelo
(Zoffoli et al., 2009). Todas las variedades de uva presentan un menor 0 mayor
grado de susceptibilidad al desgrane de forma natural. Sin embargo, el tratamiento
con acido giberélico generaria un aumento de la predisposicion a este fenémeno
(Ben-Tal 1990). Uno de los ejemplos caracteristicos es la variedad asiatica ‘Kyoho’,
la que presenta serios problemas posaplicacion, reflejandose en la pérdida de una
parte significante de la cosecha y de un almacenamiento problematico, dificultando

asi, su comercializacion en mercados internacionales (Lv et al., 1994). De esta



manera, la abscision de las bayas en poscosecha no solo es un tema de interés

cientifico, sino que también tiene implicancias productivas y comerciales.
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Figura 1-2. Medicién en cosecha 2015/2016 del desgrane en ‘Thompson seedless’ y linea # 23
tratadas (GA,) o no (control) con acido giberélico. Analisis realizado en cosecha y posteriormente a

distintos dias de almacenaje en frio (SF) (Garcia-Rojas et al., 2018).

En general la abscision ocurre naturalmente en hojas, flores y frutas; este fendmeno
forma parte del ciclo de vida y consiste en la separacion de la estructura del resto
de la planta (Gonzéalez-Carranza et al., 1998). Si bien los mecanismos involucrados
en el desgrane son desconocidos, se cree que serian multifactoriales (Garcia-Rojas
et al. 2018). De hecho, muchas de las bases fisiol6gicas sugieren que este proceso

estaria programado para generar alteraciones morfologicas de células y arreglos



del tejido (Knipfer et al., 2015). La zona de abscisién juega un rol crucial en el
desgrane del fruto, y se caracteriza por la formacién de una banda conformada por
células compactas y morfolégicamente distinguibles a sus vecinas, variando en su
espesor de 2 a 50 células (Taylor y Whitelaw, 2001). Esta zona se forma en la unién
de la baya con el pedicelo, produciendo la separacion entre ambas estructuras de

forma natural o por manipulacion del racimo.

1.5. Estudios en pedicelo

El pedicelo es una parte del tallo que se extiende para unir la flor y el fruto
(dependiendo del estado de desarrollo de la planta) a la inflorescencia,
especializado para ofrecer soporte mecanico y generar un flujo para el intercambio
de nutrientes y agua por medio de la via vascular entre la planta y la fruta (Figura 1-
3), lo que jugaria un rol clave en su crecimiento, esto ha sido descrito por Mazzeo
et al. 2013 en kiwi (Actinidia deliciosa). También, se ha descrito en ‘Thompson
Seedless’ que el tratamiento con acido giberélico disminuiria significantemente la
flexibilidad del pedicelo debido al aumento de su diametro, correlacionandose con
un mayor porcentaje de desgrane, en este caso, la rigidez impediria al pedicelo
resistir las fuerzas mecéanicas al ser manipulado durante la cosecha y poscosecha,
lo que generaria el quiebre por exceso de fuerza en la zona de abscision (Retamales

y Cooper 1993).
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Figura 1-3. Raquis, pedicelo y baya de uva sin semillas. En azul se observa el sistema vascular y
las flechas indican la direccién de agua y/o nutrientes. llustracion modificada desde Knipfer et al.,
2015.

A su vez, estudios histologicos realizados recientemente por Park (2017) en pera
oriental ‘Wonhwang’ (Pyrus pyrifolia) demuestran que el diametro del pedicelo en
fruta tratada alcanza su tamafio maximo en un tiempo menor que el grupo control;
esto debido a la expansion en los tejidos del haz vascular por un aumento del tejido
celular (Figura 1-4). En este estudio sefialan que la aplicacion de giberelinas afecta
el tamafio en los tejidos de la corteza, xilema y floema, lo que indica que estos
tejidos se expanden debido al tratamiento de la fitohormona aplicada de manera
exdgena, aunque todavia no se ha demostrado si la expansion de la corteza
observada aumenta debido a la expansion celular o divisién celular, porque la
significancia en el tamafio y niamero de células no se ha demostrado (Park 2017).

Los principales efectos registrados en pedicelo de pera por medio de ensayo
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histol6gico demuestran un aumento de la elongacién celular, y en menor grado de
la divisibn como respuesta a la aplicacion externa de giberelinas; de hecho, se ha
propuesto que las GAspreceden esta respuesta (Park 2017). El grado de elongacién
se ve influenciado por la extension de la pared celular, causando un aumento de la
extensibilidad mecénica y una relajacion en células vivas (Park 2017). En el caso de
la uva de mesa ocurriria algo similar a nivel celular, pero a diferencia de lo relatado
anteriormente el tamafo final post-tratamiento difiere enormemente al del control

(Kennedy 2002).

40 DAFB 60 DAFB 80 DAFB 100 DAFB

Control

GAs3

Figura 1-4. Desarrollo de pedicelos en pera oriental (Pyrus pyrifolia) sin tratar (A-D) y tratados con
acido giberélico (E-H) a diferentes intervalos de dias posfloracién (DAFB). La aplicaciéon exégena de
GA, se realiz6 35 dias posfloracion. Obtenido desde Park 2017.

Al usar GAs en pera, se aumenta la capacidad del pedicelo como sumidero de
nutrientes por una mejora del flujo en el floema y del metabolismo de carbono en la

fruta (Li et al.,, 2015). Dicho aumento en la actividad del flujo aumentaria la

concentracion de nutrientes desde el pedicelo al fruto. Estos resultados también han
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sido observados en distintos genotipos de uva de mesa, con variaciones en las

fuerzas de separacion del pedicelo con la baya (Garcia-Rojas et al. 2018).

Durante la primera etapa de crecimiento, las bayas aumentan su tamafio varias
veces y se establece el nimero de células casi final por baya (Ojeda et al., 1999),
por lo que el éxito de esta etapa es critico para determinar el tamafio final y el
numero de bayas; a su vez hay que tomar en cuenta que esta etapa se ve afectada
tanto por factores biéticos como abidticos (Vasconcelos et al., 2009; Zinn et al.,
2010). Segun estudios realizados por Douglas y Riggs (2005) en Arabidopsis
thaliana, el pedicelo se desarrollaria un tanto diferente a la baya, alcanzando su
maximo tamafo por division y elongacion celular durante el envero y pudiendo
dividir su desarrollo en tres etapas. Esto concuerda con caracterizaciones
fisiolégicas realizadas en pedicelo de ‘Cabernet Sauvignon’ hasta 90 dias
posfloracion; en las que también se pudo clasificar la tasa de crecimiento en tres
etapas (Knipfer et al., 2015). En la figura 1-5 se puede apreciar la comparacion entre

las etapas determinadas tanto para baya como para pedicelo.
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Figura 1-5. Crecimiento del tamafio relativo de baya (verde) y pedicelo (rojo) en intervalos de 10
dias después de la floracién, en conjunto se indican los niveles °Brix cuantificables en baya.

[lustracién modificada desde Kennedy 2002.

1.6. Analisis transcriptomicos en uva de mesa

Los cambios fisioldgicos y bioquimicos que producen el desgrane son el reflejo de

una modulacion en la expresion de muchos genes, pero se conoce muy poco acerca

de los cambios transcripcionales y de su regulacion (Garcia-Rojas et al., 2018). El

acercamiento por medio de analisis ARN-Seq (Mortazavi et al., 2008) produce

millones de lecturas de ADNCc cortos, los que son mapeados con un genoma de
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referencia para obtener un mapa transcripcional a escala del genoma. Como
resultado se generan mediciones absolutas que otorgan una mayor precision y, por
lo tanto, comprension que otras técnicas empleadas hasta el momento, como los

microarreglos (Hoen et al., 2008).

El genoma secuenciado para vid (Jaillon et al., 2007; Velasco et al., 2007) da cuenta
de un modelo de cultivo de fruto lefioso en el que ocurre el proceso de abscisién en
sus flores y también en la fruta. Esta version del genoma se encuentra disponible
en Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/spip/) con una cobertura de 12X, con

un tamafio gendmico aproximado de 500 Mbp y 26.500 genes.

Se han realizado diversos estudios moleculares por medio de la técnica ARN-Seq
en vid con el fin de dilucidar diferentes mecanismos implicados en su desarrollo
(Zenoni et al., 2010; Correa et al., 2014; Mufioz-Espinoza et al., 2016; Guo et al.,
2019), algunos incluso centrandose en la respuesta de la baya a la aplicacion
externa de acido giberélico (Chai et al., 2014; Correa et al. 2015; Shiri et al., 2019).
Sin embargo, hasta la fecha ninguna de las investigaciones ha tomado en cuenta la
importancia del pedicelo en este fendmeno a excepcion de Meneses et al., 2020

(Investigacion del Laboratorio Poscosecha, INIA-La Platina).

El proceso de maduracion de la fruta ha sido motivo de diversos estudios, siendo
uno de los temas principales los factores genéticos asociados al control de este
proceso (Ri et al., 2010; Serrano et al., 2017). Es necesario enfatizar la participacion

del pedicelo en el desgrane, al respecto, y tomando en cuenta la informacién
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aportada por Douglas y Riggs (2005) en conjunto con lo descrito por Knipfer (2015),
el estado fenoldgico de envero es de interés por ser la fase en la que el pedicelo
alcanzaria su maximo tamafio y es un estadio préximo al tratamiento con acido
giberélico. Se busca la existencia de genes expresados en distintos estadios desde
la aplicacion de la hormona a dias posteriores a su cosecha (almacenamiento en
frio) que causarian cambios que afecten posteriormente el fenotipo de la vid en
cosecha y poscosecha. Dichos cambios estarian desarrolldndose a partir del

momento del tratamiento con la fitohormona.

Los mecanismos que se relacionan a la respuesta a GAs en la vid y su relacion al
desgrane en general siguen sin tener respuesta, y en general no se ha considerado
en estudios previos al pedicelo. Tomando en cuenta el papel fundamental que tiene
esta estructura en el soporte tanto mecanico como nutricional de la baya es
imperativo elucidar los componentes de sefializacion que pudiesen aclarar de mejor

manera este fenotipo.

A la fecha no existen estudios de analisis transcriptomico en pedicelo, menos aun
ensayos que lo relacionen con la susceptibilidad al desgrane por aplicacion de acido
giberélico en uva de mesa. Este trabajo tiene como fin evaluar a nivel molecular, en
conjunto con datos fisioldgicos, los cambios que ocurren a nivel transcripcional en
genes seleccionados del pedicelo por medio de una cuantificacidn relativa de éstos.
Lo anterior se sostiene mediante la base del analisis transcriptomico realizado en el
estado fenoldgico de envero para la seleccién de uva de mesa Linea #23 tratada y

no tratada con acido giberélico. Esto debido a la importancia de este periodo en el
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desarrollo de la estructura y la susceptibilidad de esta variedad al fenotipo en
estudio, tomando como base (control basal) la expresidén en dicha variedad y sin
tratamiento. Por medio de los resultados obtenidos se analizaron los posibles
cambios de expresion génica a lo largo de diferentes etapas del desarrollo del
pedicelo, incluyendo poscosecha. Esto con el fin de poder identificar genes
candidatos para el desarrollo de posibles marcadores moleculares que permitan

predecir la ocurrencia (e intensidad) del fenébmeno.
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2. HIPOTESIS

La susceptibilidad al desgrane esté ligada al genotipo en uvas apirénicas y asociada
a la expresion diferencial de genes relacionados a un mayor crecimiento y
engrosamiento del pedicelo a partir del tratamiento con &cido giberélico durante su
desarrollo fenologico generando una rigidizacion de la estructura a nivel celular

permitiendo asi una mayor tasa de desgrane.
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3. OBTEJIVOS

Objetivos generales

Caracterizar genes diferencialmente expresados en pedicelo de uva de mesa en

genotipos susceptibles a desgrane por tratamiento con acido giberélico.

Objetivos especificos

1. Caracterizar fisiologicamente el pedicelo en cepas susceptibles y no

susceptibles a desgrane por tratamiento con acido giberélico.

2. Identificar genes candidatos a partir de analisis transcriptomico en pedicelo
de uva de mesa en genotipo susceptible al desgrane por tratamiento con

acido giberélico.

3. Validar la expresion de los genes seleccionados en los genotipos

susceptibles y no susceptibles al desgrane con y sin tratamiento con acido

giberélico, en diferentes estados fenoldgicos.
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4. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron dos genotipos apirénicos de uva de mesa (Vitis vinifera L.) con
respuestas contrastantes al desgrane tras el tratamiento con &cido giberélico (GA3),
ambas evaluadas al momento de cosecha y poscosecha (almacenamiento en frio).
La primera es la variedad ‘Thompson Seedless’, la cual presenta una baja tendencia
al desgrane. La segunda es la linea de seleccidon #23 (producto de cruzamiento de
‘Centennial Seedless’ x ‘Ruby Seedless’) perteneciente al programa de
fitomejoramiento de INIA - La Platina, la que presenta gran susceptibilidad al

desgrane.

Se recolectaron 8 racimos para evaluar las muestras con y sin tratamiento de GAs
para cada estado fenologico para posteriormente seleccionar un total de 30 bayas
de todos los racimos (control y tratamiento por separado) con el fin de revisar los
parametros de madurez. Posteriormente se recolectaron los pedicelos separados
de los racimos pertinentes a cada evaluacion, los que se congelaron con nitrogeno
liquido para ser almacenados a -80°C. Al momento de la cosecha se seleccion6 un
total de 64 racimos: 16 racimos tratados y 16 racimos no tratados con acido
giberélico para ambas variedades. La mitad de estos (32 racimos en total) fueron
almacenados bajo condiciones comerciales para su posterior evaluaciéon 30 dias

después de guarda en frio a 5°C.
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Disefio experimental

El estudio se realiz6 con muestras de un ensayo de campo realizado en el valle
central de Chile en la temporada 2016-2017 en el Centro de Investigacion La Platina
(33°34'20"S; 70°37'32"W; 630 m sobre el nivel del mar) perteneciente al Instituto de

Investigaciones Agropecuarias (INIA), Chile.

El ensayo se realizo bajo las mismas condiciones de manejo, tanto para los racimos
sometidos a tratamiento con acido giberélico como para los controles. Las
evaluaciones se realizaron en los siguientes estados fenoldgicos: una semana post-
aplicacion de GAs (para la dosis final de la hormona); envero; una semana antes de
cosecha; cosecha (madurez); y 30 dias de almacenamiento en frio a 4°C
(poscosecha). En cada estado fenoldgico se midio el contenido de solidos solubles
mediante el uso de un refractometro, medida conocida como grados Brix. Esto
permite estimar la acumulacion de azlcares dentro de la baya y asociarla a
parametros de madurez, con el fin de inferir su estado fenoldgico (Amerine y Joslyn
1970). Para aquellas muestras correspondientes a una semana antes de cosecha
se estima un valor alrededor de 16 °Brix, y para cosecha, ya sea para su estudio
inmediato o posterior almacenamiento, se estima un valor de 17-18 °Brix como
determinante de madurez. Para determinar el estado de envero, se considera el
ablandamiento de la baya estimado en primer lugar al tacto y después verificado por

medicién de soélidos solubles. Los datos recolectados en todas las mediciones
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fisiolégicas y moleculares se analizaron mediante la prueba de Tukey (ANOVA

doble varianza).

Tratamiento con regulador de crecimiento

Racimos de Thompson Seedless y de la Linea #23 fueron seleccionados
aleatoriamente (N=8) para la aplicacion de acido giberélico (Pro-Gibb 40% Valent
Biosciences Chile S.A., Santiago, Chile) por aspersion en ocasiones diferentes al
mismo racimo.

Para Thompson Seedless se aplicaron 10 ppm en la etapa previa a la floracién para
generar la elongacion del racimo, luego se aplicaron 15 ppm en plena floracion para
el raleo de frutos del racimo. Finalmente se aplicaron tres dosis en intervalos de
siete dias para un total de 200 ppm (40, 100 y 60 ppm, respectivamente); esto se
realiza cuando las bayas miden aproximadamente 4-5 mm de diametro ecuatorial,
con el fin de aumentar el crecimiento de éstas. En la linea #23 se aplicaron tres

dosis de 40 ppm de GAsz(para un total de 120 ppm) con intervalos de siete dias. El

Medicién parametros fisiologicos

El porcentaje de desgrane se cuantific6 mediante agitacion constante de los racimos
seleccionados en cosecha y poscosecha previamente pesados (peso no mayor a

580 gramos). Se utilizé un vortex modificado con una plataforma y tenazas para
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tomar los racimos y tener una medicién estandar del porcentaje de desgrane. Sélo
se pesaron aquellas bayas que se desprendieron del racimo por medio de su zona

de abscision con el pedicelo.

Se midi6 el largo y grosor del pedicelo al momento de su recoleccion al ser

separado de la baya mediante un pie de metro (mm).

Por otra parte, se evalud el contenido de sdlidos solubles o grados Brix (% p/p de
gramos de sacarosa por cada 100 g de solucién) en el jugo de las bayas
recolectadas para estimar el contenido de azucares de la fruta con el fin de
determinar una aproximacion mas exacta del estado fenoldgico y de su madurez.
Esta cuantificacion se realiz6 utilizando un refractometro ATC-1E Atago™ (Tokyo,

Japon).

Extraccion de acido ribonucleico (ARN) total desde pedicelo de uva de mesa

Para la extraccion de ARN total de las muestras, previamente se realiz6 una
homogeneizacion mediante la trituracion de pedicelos recolectados en nitrégeno
liquido, mediante la compresion de éstos entre dos placas de acero. Se prosiguio
con la molienda de 1 gramo de tejido congelado utilizando el método Hot Borate
(Gudenschwager et al., 2013) modificando la cantidad de PVP utilizado y el tiempo
de centrifugacion para la extraccion de ARN total. La pureza del ARN obtenido se
comprobé midiendo la relacibn de absorbancia a 260/280nm utilizando el

espectrofometro Picodrop Microliter UV/Vis para ser cuantificado posteriormente
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mediante fluorometro Qubit® (Invitrogen™ by Life Technologies). Como paso final
se observara mediante electroforesis en gel de agarosa-formaldehido (MOPS
400mM) al 2% la calidad del ARN extraido (degradacion) al observar las bandas

correspondientes a las subunidades ribosomales mayor (28S) y menor (18S).

Sintesis de &cido desoxirribonucleico complementario

A partir del ARN total se generé su ADNc mediante ensayo por reaccion de
transcripcion reversa a partir de un templado de 2 pg correspondiente al ARN
extraido. Se utilizo el kit MMLV-RT transcriptasa reversa (Promega, Madison, WI) y
con cebadores oligo dT bajo el procedimiento estandar del fabricante en un
termociclador MyCycler™™ (Bio Rad Laboratories). La concentracion y pureza
obtenida se midié por espectrofotometria (260/280 y 260/230 nm). Seguidamente
se generaron diluciones a 50 ng/uL para stock. Se descarto la degradacion del ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Las muestras fueron

almacenadas a -80°C para ensayos posteriores.

Preparacion librerias de ADNc

A partir del ARN total se realizaron 2 librerias de ADNc en duplicado (4 en total)

correspondientes a muestras representativas del estado fenolégico de envero en
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pedicelo tratado con la &cido giberélico y su respectivo control (sin tratamiento).
Para esto se enviaron las muestras de RNA total al Centro de Biotecnologia Vegetal
(Universidad Andrés Bello, Chile) para la sintesis de las librerias mediante el Kit
TruSeq RNA Library Prep v2 (lllumina, Inc.) La calidad de las librerias fue medida

mediante Fragment Analyzer (Agilent Technologies Inc.).

Seleccion de genes a partir de andlisis transcriptomico

Las muestras fueron enviadas a Macrogen Inc. (Sedl, Corea) para realizar el analisis
transcriptomico de secuenciacion RNA-seq utilizando la plataforma HiSeq 3000
(Mlumina Inc.). Las lecturas obtenidas fueron procesadas en el Laboratorio de
Poscosecha, INIA-La Platina de acuerdo las rutas de analisis bioinformaticas y de

metodologia del ensayo (Figura 4-1y 4-2).
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Figura 4-1. Ruta del andlisis bioinformatico para la seleccién de genes a partir del andlisis
transcriptomico (ARN-Seq) realizado en pedicelo de la seleccidn linea #23 en el estado fenolégico
de envero (precosecha) de la temporada 2015/2016

Se realiz6 la seleccion de genes a partir de las librerias secuenciadas de genes
obtenidos se utilizaron distintos parametros de seleccion como: ClustalW para el
alineamiento progresivo mdultiple de secuencias de nucledtidos (Thompson y
Higgins 1994); log2FC o Logaritmic Fold Change (Love et al., 2014) para comparar
el nimero de lecturas entre tratamiento y control; FPKM o fragmentos por
kilobase de exon por millén de lecturas mapeadas (Zhao et al., 2021) para
normalizar el nimero de lecturas por el largo y el total de lecturas y finalmente se
filtrard de acuerdo a alguna funcidn asociada. Lo anterior con el fin de obtener una

lista final con genes candidatos para su posterior estudio
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Figura 4-2. Ruta de la metodologia utilizada para el analisis de las lecturas obtenidas a partir de la
secuenciacion de ARN total (ARN-Seq) realizado en pedicelo de la seleccion linea #23 en el estado
fenolégico de envero (precosecha) de la temporada 2015/2016.

Disefio de partidores

Los partidores se disefiaron especificamente para cada uno de los genes en estudio
utilizando el programa Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Palo Alto,
CA) y fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies IDT (Coralville, lowa,
USA). Las secuencias nucleotidicas obtenidas se contrastaron con la base de datos

privada mantenida en http://vitisdb.cmm.uchile.cl/ y posteriormente se descargo el
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formato FASTA desde la plataforma Blastn (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica, USA) para utilizar . Por otra parte, los partidores para el gen control
de referencia VVTCPB (T-complex protein 1 subunit beta, GenBank XM 002285876)
se obtuvieron de articulos publicados previamente (Gonzalez-Agiero et al. 2013).
Cada partidor liofilizado se resupendid en agua libre de nucleasas a una
concentracion stock de 100 mM, de la cual se tomo una alicuota para llevarla a una

concentracion final de 10 mM para realizar los analisis moleculares posteriores.

Curva de calibracion

La curva de calibracion se genero utilizando el producto purificado con el Kit Wizard
SV Gel and PCR Purification Clean-up System (Promega). Se realizaron diluciones
seriadas a concentraciones determinadas para obtener una curva de calibracion y
determinar el limite minimo de deteccién del gen usando el equipo LightCycler® 96
(Roche Systems). La reaccion de amplificacion se realizé con el Kit LightCycler®
480 SYBR® Green | Master (Roche Systems). A partir de este ensayo se obtuvo
ademas la eficiencia de los partidores, su tasa de error y el coeficiente de posicion

en la curva.

Ensayo de PCR en tiempo real

Se realizaron ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para analizar la

abundancia relativa de los transcritos seleccionados para todos los estados
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fenologicos previamente sefialados. El ensayo gPCR se llevé a cabo usando el
equipo LightCycler® 96 (Roche Systems). La reaccion de amplificacion se realizé
con el Kit LightCycler® 480 SYBR® Green | Master (Roche Systems) en un total de
20 pL conteniendo: 10 uL de Buffer, 1 yL de cada partidor 10uM (sentido y

antisentido), 7 yL de H20 libre de nucleasasy 1 yL de DNA.

Para cada estado fenoldgico de cada variedad de planta y tomando en cuenta las
condiciones control y tratamiento se utilizaron tres réplicas biolégicas y dos réplicas

técnicas.

Los valores obtenidos del ensayo de expresion relativa de cada gen se obtuvieron
mediante el método AACt (Livak y Schmittgen 2001).La normalizacion de los valores
fuer normalizada mediante el uso del gen control TCPB, el que codifica una proteina
putativa, la subunidad 3 del complejo proteico T y a su vez se tomo el punto
fenologico de envero control como referencia para una segunda normalizacion de

la expresion relativa del gen.

Las condiciones para los ciclos son: desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos,
seguida por 40 ciclos con repeticion de tres pasos: desnaturalizacion a 95°C durante
10 segundos, alineamiento de partidores (62-68°C) por 15 segundos y extension a
72°C durante 15 segundos. El paso final corresponde a la elaboracion de la curva

de denaturacioén a partir de un ciclo unico que incluye: 5 segundos de denaturacién
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a 95°C, 15 a 60°C y a partir de este punto un aumento sostenido de 0.2°C hasta

alcanzar los 98°C.

Los datos de fluorescencia fueron recolectados después de cada paso de extension
y las curvas de denaturacion permitieron verificar peaks Unicos para el producto
amplificado. Los tamafios de los productos de amplificacion fueron verificados por
electroforesis en gel de agarosa 1.5% para asegurar la ausencia de productos
inespecificos. La fluorescencia fue analizada por medio del programa LightCycler™

(Roche Diagnostics) y se realizé un ajuste manual de la linea de base.

Analisis estadistico

Los datos recabados fueron sujetos a analisis estadistico de varianza multifactorial
(tratamiento y estado fenoldgico) aplicando un Test de Tukey esto implica que se
separaron mediante el test LSD a un 5% de los niveles de significancia (ANOVA >
0.05 p-value) usando RStudio™ (Fundacion R para Computacién Estadistica,
Viena, Austria) y los gréficos fueron realizados usando el paquete ggplot2 (Wickham

2016).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacion fisiologica del pedicelo en cepas susceptibles y no
susceptibles a desgrane por tratamiento con &acido giberélico

El desarrollo fisiologico del pedicelo se evalué en ambas variedades con la medicion
de su grosor y largo con el fin de observar y corroborar diferencias morfolégicas en
la respuesta a la aplicacién de acido giberélico. Para llevar a cabo estas mediciones
comparativas se utilizaron en total 32 racimos para cada estado fenoldgico,
correspondientes a 16 racimos por variedad de los cuales 8 fueron tratados con
acido giberélico y 8 no presentan tratamiento alguno (control).

En conjunto a las mediciones se realiz6 el seguimiento de otros parametros (datos
no presentados) como la acidez, la acumulacion de azlcares (°Brix), la textura y
firmeza con el fin de determinar correctamente un estado fenoldgico similar dentro

del estudio.

Se puede observar en la Figura 5-1 y Figura 5-2 que tanto en Thompson Seedless
como en lalinea de seleccion #23 el pedicelo presentd un crecimiento tanto de largo
como de grosor en ambas, confirmando el aumento de la estructura por el
tratamiento con &cido giberélico. Los resultados observados a lo largo del desarrollo
fisiol6gico de ambas variedades de uva de mesa muestran un crecimiento acorde a
la aplicacion del tratamiento con la fitohormona; si bien se observd una variacion

entre puntos del muestreo esto debe estar sujeto a la aleatoriedad de la colecta del
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material vegetal. Al observar cada punto por separado se aprecia una significancia

en cada punto control respecto al tratamiento tanto en grosor como largo.

La informacién obtenida sefiala que la Linea de seleccion #23 tiende a tener un

menor grosor y un largo mayor al comparar con Thompson Seedless.
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Figura 5-1. Medicién del grosor del pedicelo en la cosecha 2016/2017 en la variedad de uva de mesa
Thompson Seedless (A) y en la seleccion Linea 23 (B), ambos genotipos fueron tratados (GAs) o no
(Control) con &cido giberélico. Analisis realizado 7 dias posaplicacion de GAs(7dpa), envero (Env),
1 semana antes de cosecha (1AC), cosecha (Cos) y posteriormente a 30 dias de guarda en frio
(30SF). Diferentes letras entre el estado fenoldégico y tratamiento representan diferencias
significativas con p<0.05 por test de Tukey.
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Figura 5-2. Medicién del largo del pedicelo en la cosecha 2016/2017 en la variedad de uva de mesa
Thompson Seedless (A) y en la seleccion Linea 23 (B), ambos genotipos fueron tratados (GAs) 0 no
(Control) con &cido giberélico. Analisis realizado 7 dias posaplicacion de GAs(7dpa), envero (Env),
1 semana antes de cosecha (1AC), cosecha (Cos) y posteriormente a 30 dias de guarda en frio
(30SF). Diferentes letras entre el estado fenolégico y tratamiento representan diferencias
significativas con p<0.05 por test de Tukey.
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Para la medicion del porcentaje de desgrane los racimos fueron agitados durante
30 segundos a una fuerza constante y posteriormente se tomé el peso de las bayas
desprendidas, esto se compard con el peso total del racimo recolectado. Esto se

realizé tanto en cosecha como después del periodo de almacenamiento en frio.

Se observo (Figura 5-3) que la seleccion Linea #23 es mas propensa a presentar
desgrane, pero s6lo en respuesta a la aplicacion de &cido giberélico y que el
desgrane aumentd significativamente respecto al control y aun mas después del
almacenamiento en frio, éste tendria un mayor impacto en el porcentaje del
fendbmeno. Si bien Thompson Seedless también presenté una respuesta al
tratamiento, la tasa de desgrane es mucho menor y se encuentra dentro de los
limites comerciales aceptados: 5% sobre el total del peso de racimo.

Todos los parametros fisioldgicos: largo, grosor y porcentaje de desgrane se
encuentran cuantificados en la Tabla 5-1 tomando en cuenta las respectivas

variedades de plantas y su estado fenoldgico.
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Figura 5-3. Medicion en cosecha 2016/2017 del desgrane en la variedad de uva de mesa Thompson
Seedless (A) y en la seleccién Linea 23 (B), ambos genotipos fueron tratados (GAs) o no (Control)
con acido giberélico. Andlisis realizado en cosecha (Cos) y posteriormente a 30 dias de guarda en
frio (30SF). Diferentes letras entre el estado fenoldgico y tratamiento representan diferencias
significativas con p<0.05 por test de Tukey.
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Tabla 5-1. Datos recolectados a partir de caracterizacion fisioldgica en pedicelo. Se describe los
valores de grosor (mm), largo (mm) y desgrane (porcentaje) para los diferentes puntos de muestreo:
7 dias posaplicacion de GAs(7dpa), envero (Env), 1 semana antes de cosecha (1AC), cosecha (Cos)
y posteriormente a 30 dias de guarda en frio (30SF).

Punto de |Grosor Largo Desgrane
Variedad Tratamiento muestreo |(mm) (mm) (%)
7 dpa 1.4+£0.2 5.2+0.6 -
Env 28+0.2 6.3+0.9 -
1AC 1.2+0.1 59+0.9 -
Cos 1.3+£0.1 6.3+1.1 0.3+0.0
Control 30 SF 1.0+0.0 54+0.7 1.0+0.1
7 dpa 23+0.1 7.4+0.9 -
Env 43+04 73+1.1 -
1AC 26+0.2 7.6+0.9 -
Thompson Cos 34+0.1 [76+11 [41+03
Seedless GA; 30 SF 2.3+£0.1 6.3£1.0 45+05
7 dpa 0.8+0.1 85+£0.2 -
Env 1.8+£0.2 8.4+0.7 -
1AC 1.8+0.2 7.8+05
Cos 1.5+03 76+04 (0400
Control 30 SF 1.6+0.2 6.5+0.5 1.2+0.1
7 dpa 29+0.3 9.6 +0.6 -
Env 3.0x04 9.5+£0.7 -
1AC 22+0.2 9.6+0.6 -
Cos 2.3+0.3 105+0.8 |6.1+1.2
Linea #23 GA3 30 SF 2.0+0.0 9.1+0.7 21.6+2.7
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5.2. Identificacién de genes candidatos a partir de andlisis transcriptomico en
pedicelo en genotipo susceptible al desgrane por tratamiento con acido
giberélico

Para realizar el andlisis transcriptomico se utilizaron extractos de ARN total (método
Hot Borate) a partir de material vegetal de la temporada 2015/2016 se envi6 a
Macrogen Inc. (Corea del Sur) para su secuenciacion masiva mediante el sistema
lllumina HiSeq® 3000. La preparacion de las librerias se realiz6 por fragmentacion
aleatoria de la muestra de ADNc en conjunto con la ligacion de adaptadores 5" y 3
en un solo paso, lo que aumenta enormemente la eficiencia del proceso de
preparacion de las librerias y se utilizé el TruSeq RNA Sample Prep Kit v2. Los
fragmentos ligados con adaptadores posteriormente son amplificados por PCR y

purificados en gel.

Una vez realizada la secuenciacion se asigné una puntuacion Q de 30 (Q30) como
base para lecturas de buena calidad, siendo esto equivalente a la probabilidad de 1
lectura de base incorrecta cada 1000bp; esto significa que la precisién de una base
correcta corresponde al 99.9%. Cuando la calidad de la secuenciacion llega a Q30,
las lecturas seran fidedignas, con baja probabilidad de errores y ambigledades, por
lo que, el Q30 se considera un punto de referencia para la calidad en la
secuenciacion. Q20 da cuenta de un porcentaje mas bajo de identidad (99% de

precision), por lo que no es considerado como referente (Wenger et al., 2019).
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Las puntuaciones de Q bajas pueden aumentar las llamadas variantes falsas
positivas, lo que puede dar lugar a conclusiones inexactas y costos mas altos para
los experimentos de validacion (Ewin 1998). En todas las muestras se obtuvo un
valor cercano al 90% de puntuacién en Q30 (Figura 5-4), corroborando una calidad

adecuada de las lecturas para pasos posteriores.
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Figura 5-4. Puntuacion Q20/Q30 a partir de lecturas crudas obtenidas en la secuenciacion de las
muestras del estado fenoldgico de Envero tanto para control (réplica 1 y 2) como para el tratamiento
GAsz (réplica 1y 2).

Los datos recibidos fueron alineados al genoma de referencia de la secuenciaciéon
de Vitis vinifera realizada por medio de genotipificacion casi homocigota de
PN40024 creada por el INRA de Colmar por medio de secuenciacién global (Whole

Genome Shotgun) dando lugar a una cobertura minima de 12 equivalentes del
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genoma. Este genoma posee un tamafio estimado de 475Mb y se encuentra

disponible en la plataforma de Genoscope.

Un total de 4 librerias fueron obtenidas a partir de las 2 réplicas biologicas obtenidas
tanto para muestras de pedicelo en envero con y sin tratamiento (fitohormona). En
los pedicelos no tratados con GAs (Control 1 y 2) se obtuvo una lectura total (bp) de
3.158.018 + 155.107.969 pares de bases y en el caso del tratamiento con la
hormona (GAz 1 y GAz 2) el total de lecturas fue de 3.344.826.933 + 90.189.635
pares de bases con una longitud de las lecturas correspondiente a un largo de 126
pares de base. Las lecturas de buena calidad fueron evaluadas por medio del
programa FastQC (Andrews 2010) con el objetivo de corroborar la calidad para
analisis posteriores. En conjunto el programa Cutadapt (Martin 2010) encontro y
eliminé las secuencias de adaptarores, cebadores, colas poli-A y otro tipo de

secuencias no deseadas de las lecturas de la secuenciacion.

Después de depurar las lecturas de mala calidad se observé una pérdida del 0.3%
para el caso de Control 1, Control 2 y GAs 1 del total de las lecturas obtenidas y un
0.7% para el caso de GAs 2 (Tabla 5-2). Del total de todas estas lecturas alrededor
de un 90% fueron mapeadas como Unicas o multiples (Tabla 5-3) y fueron utilizadas

para identificar diversos genes a partir del genoma de referencia.
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Tabla 5-2. Resumen de la calidad de lecturas tomando en cuenta el total de las 4 librerias.

Libreria Total lecturas (bp)Total lecturas |Lecturas %
utilizables

Control 1 3.267.695.970 25.934.095 25.862.989 99.7

Control 2 3.048.340.176 24.193.176 24.129.470 99.7

GAz 1 3.408.600.636 27.052.386 26.977.965 99.7

GA; 2 3.727.462.284 29.583.034 29.373.730 99.3

Tabla 5-3. Resumen de la distribucion de lecturas del mapeo considerando las lecturas utilizables.

Libreria Lecturas % Lecturas % Total lecturas %
Unicas multi-mapeo mapeadas

Control1  |22.264.163 87.5 |705.371 2.7 23.329.534 90.2

Control2  |21.171.568 87.7  |659.400 2.7 21.830.968 90.5

GAsz 1 24.210.432 89.7  |723.520 2.7 24.933.952 92.4

GAs 2 26.161.941 89.1  |788.997 2.7 |26.950.938 91.8

Una vez alineadas las lecturas de buena calidad obtenidas del analisis
transcriptomico con el genoma de referencia PN40024 se obtuvo un total de 2983
genes diferencialmente expresados (1602 sobreexpresados y 1381 reprimidos),
posterior a esto se procedio a filtrar acorde a un logaritmo de tasa de veces de
cambio (logaritmic fold change) de 2 para obtener genes que estuviesen
significativamente diferenciados en su nivel de expresion; esta comparacién se

realiz6 tomando en cuenta la diferencia de dichos niveles entre control vs.

tratamiento, es decir, observando que tan sobreexpresado o reprimido se encuentra
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un gen por tratamiento respecto al control (sin tratamiento). Una vez filtrados se

obtuvo un total de 298 genes (180 sobreexpresados y 118 reprimidos).

Los genes seleccionados fueron normalizados por los fragmentos por kilobase de
millon de exdn (FPKM) obteniéndose la abundancia relativa del transcrito al arrojar
una variable cuantitativa entre librerias, tomando en cuenta el nimero de lecturas
de exdén por millén y el largo del transcrito. Se redujo la lista a 47 genes (25
sobreexpresados y 22 reprimidos). A partir de estos genes se realizé el alineamiento
de secuencias de tipo local por medio de Blastn y Blastx (ADN y proteinas,
respectivamente), comparando la secuencia problema (query) contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentran en la base de datos de GenBank, esto
con el fin de obtener una mayor profundizacion en las secuencias previamente
obtenidas mediante Genoscope, en conjunto se utilizo el programa de analisis en
linea ClustalW2 para descartar secuencias de tamafio similar que pudiesen
corresponder a un mismo gen. Con esto se generd una lista final con 20 posibles
genes candidatos (11 sobreexpresados y 9 reprimidos) de los cuales se
seleccionaron 10 en total acorde a su funcién biolégica: 6 sobreexpresados y 3
reprimidos para su posterior caracterizacion mediante ensayo PCR en tiempo real
(Tabla 5-4 y Tabla 5-5).

A partir de las lecturas obtenidas mediante el analisis bioinformatico se disefiaron
los partidores para el posterior analisis molecular tomando en cuenta las secuencias
de ADN (formato FASTA) obtenidas a partir de la plataforma privada
http://vitisdb.cmm.uchile.cl/ (Centro de Modelamiento Matematico, Universidad de

Chile). Seguidamente se corrobord un correcto alineamiento con su secuencia
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target a partir de la plataforma del Centro Nacional para la informacién

Biotecnoldgica (NCBI) utilizando Blast (Tabla 5-6).

Se utiliz6 el programa Primer Premier 5.0™ para disefiar la secuencia de

oligonucledtidos que hibridasen con su cadena complementaria de ADNc y se

descarté la posible formacién de horquillas, monémeros y dimeros. Una vez

realizado el analisis in silico se ordenaron los partidores a IDT (Integrated DNA

Technologies, USA).

Tabla 5-4. Lista final de genes seleccionados mediante analisis bioinformatico. Se seleccion6 un
total de 9 genes a partir de andlisis transcriptémico en precosecha (p < 0.05), correspondiente al
estado fenoldgico de envero.

Abreviacion | Codigo Gene bank Producto logFC

VVPAL XM_002281763.4 Fenilalanina amonioliasa 2,7
WCCOMT NM_001281118.1 Cafeoil-CoA O-metiltransferasa 2,5
VVRAP2-3 XM_002272390.3 Factor de transcripcion sensible a etileno RAP 2-3 2,2
WCCR1 XM_002273418.3 Cinamoil-CoA reductasa 1 2,4
VVMETK5S XM_002280070.3 S-adenosilmetionina sintasa 5 3,6
VvLAC12 XM_002273839.4 Lacasa 12 3,2
VvGA20x8 XM_010646101.2 Giberelina 2-beta-dioxigenasa 8 -2,5
VWDCR XM _002278765.4 BAHD aciltransferasa DCR -2,1
WIMT XM_002281543.3 Jasmonato O-metiltransferasa -2,0
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Tabla 5-5. Relevancia de genes seleccionados mediante ensayo transcriptébmico para la elaboracion
de perfiles de expresion génica en diferentes estados del desarrollo de uva de mesa, considerando
la ruta metabdlica y funcidn biol6gica asociada en pedicelo su posible efecto en el desgrane.

Abreviacion

Ruta metabdlica

Funcion bioldgica asociada en pedicelo

VVPAL

VvCCOMT

VVRAP2-3

VvCCR1

VWVMETKS

WLAC12

VvGA20x8

VwDCR

WIMT

Fenilpropanoides
Precursor lignina

Fenilpropanoides
Precursor lignina

Factor transcripcion
Respuesta estrés

Fenilpropanoides
Precursor lignina

Metionina

Fenilpropanoides
Polimero lignina

Regulador crecimiento
Inactivacion GAs

Cuticula
Pdlimero cutina

Regulador crecimiento

Crecimiento pared celular secundaria

Crecimiento pared celular secundaria

Induccién muerte celular

Crecimiento pared celular secundaria

Proliferacién celular

Crecimiento pared celular secundaria

Inactivacion giberelinas biologicamente activas

Sintesis de cutina en epidermis de plantas

Regulacion celular y respuesta de defensa
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Tabla 5-6. Partidores para los genes previamente seleccionados y disefiados mediante el programa
Primer Premier 5™

Abreviacion Secuencia partidores (5'-3') Tm (2C) Producto (bp)

WPAL s: AAGGTCAGGCAAGTTCTGGTAG 66 128
a: CCTCTTTGGGCAAAAGGGCCT

VvCCOMT s: ATCGGCTACGACAACACCCTCT 66 160
a: CGTCACCAACCGGAAGCATACA

VVRAP2-3 s: AAGCAGCGAGCGAGTTGGAGTT 68 156
a: GAGGGTGAGTGGAAGCAAGGTC

VvCCR1 s: ATTGGTATTGTTACGGAAAGGCG 64 120
a: TGGATTGAAGCAATGGTCCTAG

VWMETKS5 s: CATCTTCCATCTCAACCCATCA 64 104
a: CCCAGCCACCGTAAGTGTCAA

WLAC12 s: GCACCATTTGACAATACTACCAC 66 121
a: CCGTGTCATTGAAAGCAGGCAA

VWGA20x8 s: CGTGGATGAATGTGAACTACCG 64 169
a: CTCACGATGAATCCTGGACAAA

VWDCR s: CCACAATTGCTTCAAACAGTTCT 64 103
a: TCCGTCTGCGAGTTCCGTGA

WIMT s: CTCCATACTATGCACCAAGTCC 62 112
a

: CCATCACCTCCATCCCAATCTA

Se utilizé templado de pedicelos recolectados en el estado fenoldgico de envero

para confirmar la presencia del gen en estudio y su correcta temperatura de

alineamiento. Se realiz6 una PCR convencional a distintas temperaturas y el

amplicén obtenido se observé posteriormente en un gel de agarosa al 1,5%; en la

Figura 5-5 se observa la amplificacion de los genes analizados durante este estudio.
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Figura 5-5. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para comprobar por medio de PCR
convencional la presencia y correcta temperatura de alineamiento de los partidores en muestras de
pedicelo correspondientes al estado fenolégico de envero.

En paralelo al estudio bioinforméatico se realizo la extraccion del ARN total por
triplicado (método Hot Borate modificado) a partir de pedicelo para los distintos
estados fenologicos de la temporada 2017/2018. La calidad del ARN total se
observé por medio del espectrofotbmetro Picodrop™ vy fue cuantificado con
fluorbmetro Qubit® 2.0 mediante el Kit RNA BR Assay para realizar diluciones y
obtener ADNc. Asi mismo se observo la integridad del ARN total en gel denaturante

agarosa-formaldehido al 1,5%.

Se comprobé una alta efectividad del protocolo de extraccion con altas
concentraciones de ARN total (1000 — 2000 ng/uL) y alta pureza (A260/280 1,8 — 2,0).
Esto se condice con la informacién obtenida a partir de electroféresis del gel
denaturante de agarosa (Figura 5-6) en el que se puede apreciar la integridad de

las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 18S y 28S.
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Figura 5-6. Electroforesis en gel denaturante de agarosa al 1,5% para comprobar la correcta
extraccion del ARN total a partir de la integridad de las bandas correspondientes a las subunidades
ribosomales 18S y 28S. El ARN fue obtenido a partir de pedicelos de la variedad de uva de mesa
Thompson Seedless (A) y en la seleccién Linea 23 (B).

Una vez confirmada la calidad y concentracion del ARN total obtenido se gener6

una dilucion de aproximadamente 50 ng/uL para posteriores aplicaciones y el resto
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fue almacenado a -80°C. En las diluciones obtenidas se realizé un ensayo de PCR
mediante transcriptasa inversa (RT-PCR) para la obtencion de ADN
complementario (ADNc) por la amplificacion de ARNm al utilizar partidores oligo (dT)
gue se alinean a la cola poli A de manera general. Una vez finalizado se comprobd6
la concentracién obtenida y los pardmetros de pureza de la misma forma descrita
para el ARN, ademas se corrié un gel de agarosa (Figura 5-7) para observar el ADN

amplificado.
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Figura 5-7. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para comprobar la correcta obtencién ADNc de
a partir de RT-PCR. El ADNc fue obtenido a partir del ARN total extraido de pedicelos de la variedad
de uva de mesa Thompson Seedless (A) y en la seleccién Linea 23 (B).
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5.3. Validacion de la expresion en genes seleccionados en genotipos
susceptibles al desgrane por tratamiento con 4cido giberélico en su desarrollo
fenologico

Para la validacion de los 9 genes restantes se estudiaron los niveles de expresion
en diferentes estados fenoldgicos (7 dias post-aplicacion de hormona, envero, 1
semana antes de cosecha, cosecha y 30 dias después del almacenamiento en frio),

utilizando la variedad Thompson Seedless y la linea de seleccion #23.

A partir del ADNc obtenido por RT-PCR se prosiguio a cuantificar mediante PCR en
tiempo real con el software LightCycler Real-Time PCR System (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) usando SYBR Green™ como colorante fluorescente. Para
este ensayo se utlizaron 3 réplicas biolégicas con una réplica técnica como

duplicado (N=6).

Los niveles de expresion de cada gen y para todas las muestras fueron evaluados
por el nimero de ciclos de umbral (Ct) necesarios para que la fluorescencia
relacionada con la amplificacion alcance un umbral de deteccion especifico. El punto
de cruce para cada reaccion se determiné usando el algoritmo de la segunda
derivada y con el ajuste manual de lalinea base y los valores de Ct se transformaron
en cantidades utilizando una curva estandar. Dicha curva se generd utilizando el
producto amplificado en cada gen, el que fue purificado con el QIAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN N.V., Hilden, Germany); a partir de este ensayo se obtuvo
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ademds eficiencia de los partidores, su tasa de error y el coeficiente de

determinacioén de la curva (Tabla 5-7).

La normalizacion de los niveles de expresion en todos los experimentos se realiz
contrastando la expresion del gen en estudio con el gen de referencia vwTCPB y
posteriormente contrastandolo con el valor de envero-control para tener como
referencia la expresion relativa del gen. Los datos de la fluorescencia fueron
recolectados para cada paso de la amplificacion y para corroborar la especificidad

del producto final obtenido se realizé una curva de melting en todas las muestras.
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Tabla 5-7. Eficiencia de los partidores, tasa de error y coeficiente de determinacion (R?) obtenidos a
partir de la curva de calibracion generada para cada gen por ensayo PCR en tiempo real.

TS Eficiencia |Error R’

PAL 1,84 0,13 1,00
CCOAMT 1,79 0,22 1,00
RAP 2-3 1,75 0,33 1,00
CCR1 1,79 0,38 1,00
METK5S 1,80 0,33 1,00
LAC12 1,88 0,20 1,00
GA20x8 1,86 0,15 1,00
DCR 1,71 0,22 1,00
IMT 2,04 0,38 0,99
L#23 Eficiencia |Error R?

PAL 1,73 0,34 0,99
CCOAMT 1,77 0,30 1,00
RAP2-3  |1,77 0,27 1,00
CCR1 191 0,10 1,00
METK5 1,71 0,26 1,00
LAC12 1,89 0,25 1,00
GA20x8 |1,68 0,37 1,00
DCR 1,88 0,15 1,00
IMT 2,04 0,38 0,99

Los niveles cuantificados se ven reflejados para todo el desarrollo fenologico, los
gue corresponden a: 7 dias posaplicacién del regulador de crecimiento (7dpa),
envero (Env), 1 semana antes de cosecha (1AC), cosecha (Cos) y 30 dias de salida
en guarda de frio (30SF). Esto se realiz6 tanto en Thompson Seedless como en la

Linea de seleccién 23, asi como control y tratamiento (GA).
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El gen PAL codificante para la fenilalanina amonioliasa (Figura 5-8) muestra un
patrén de expresion con un aumento significativo en el periodo de poscosecha tanto
en Thompson Seedless como Linea #23, pero no se aprecia una tasa de veces de
cambio distintiva entre ambas variedades. Es mas, se observa una similitud en el

seguimiento de la expresién a lo largo de todo el desarrollo fenologico.

PAL PAL
Thompson Seedless Linea 23
A B 1
0.0 0.0-
o
2 2
R
o 2 2
3 o
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3 50 95’_ 5.0 - @ Tratamiento
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Estado Estado

Figura 5-8. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Fenilalanina
amonioliasa (PAL). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresién del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen CCOMT codificante para la cafeoil-CoA O-metiltransferasa (Figura 5-9)
muestra un patron de expresion similar a lo largo de su desarrollo fenolégico en
ambas variedades. Sin embargo, se observa una alza mayor en la expresion del
gen por tratamiento en la linea de seleccion 23 a los 7 dias posaplicacion y 30 dias
de salida en frio. Por otra parte, se observa una sobreexpresion distintiva del gen

en envero tratado con la fitohormona en Thompson Seedless.
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Figura 5-9. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Cafeoil-CoA O-
metiltransferasa (CCOMT). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen RAP2-3 codificante para el factor de transcripcion sensible a etileno RAP2-3
(Figura 5-10) muestra una sobreexpresion singular en Thompson Seedless durante
las primeras fases de su desarrollo fenologico (7dpa, Env y 1AC) distintivamente en
comparacion con la linea de seleccion 23, la que no presenta diferencias

significativas en sus niveles de expresion a lo largo de su desarrollo.
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Figura 5-10. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Factor de
transcripcion sensible a etileno RAP2-3 (RAP2-3). La expresion fue normalizada por medio del gen
TCPB y posteriormente contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre
el estado fenoldgico y tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de
Tukey.

El gen CCR1 codificante para la cinamoil-CoA reductasa 1 (Figura 5-11) si bien
simula patrones distintos entre ambas variedades, en realidad el andlisis estadistico
sefala que dichos patrones se asemejan en la mayoria de los estados fenologicos.
Se aprecia una sobreexpresion significativa y distintiva entre ambas variedades a

los 7 dias posaplicacion para la linea de seleccion 23.
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Figura 5-11. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Cinamoail-CoA
reductasa 1 (CCR1). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen METKS5 codificante para la S-adenosil sintasa 5 (Figura 5-12) muestra una
sobreexpresion inicial a los 7 dias posaplicacion en ambas variedades, sin embargo
se observa un alza mayor en la linea de selecciéon 23, luego de este aumento los
niveles de expresion se mantienen constantes. 30 dias después del
almacenamiento en frio se observa una represion del gen significativa en la variedad

Thompson Seedless.
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Figura 5-12. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen S-adenosil sintasa
5 (METKS5). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente contrastada
con la expresién del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y tratamiento
representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen LAC12 codificante para Lacasa 2 (Figura 5-13) muestra un patron de
expresion casi igual en ambas variedades, la principal diferencia radica en una leve
tendencia a la sobreexpresion por tratamiento y en control en la linea de seleccion

23 respecto a Thompson Seedless.
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Figura 5-13. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Lacasa 12
(LAC12). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente contrastada con
la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenoldgico y tratamiento
representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen GA20x8 codificante para giberelina 2-beta-dioxigenasa (Figura 5-14)
presenta un patron de expresion con un punto distintivo (1 semana antes de
cosecha) en donde el gen reprime su expresion en comparacion al control en
Thompson Seedless. En la linea de seleccion 23 se observa un estado sostenido
de represion en el gen en tratamiento, en cambio en control se observa una clara
diferencia en los estados de cosecha y exacerbandose 30 dias posterior al

almacenamiento en frio.
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Figura 5-14. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Giberelina 2-beta-
dioxigenasa (GA20x8). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenoldgico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen DCR codificante para la BAHD aciltransferasa DCR (Figura 5-15) presenta 1
punto significativamente diferenciado en cada una de las variedades de uva. En
primer lugar se observa en Thompson Seedless una represion en la expresion del
gen a causa del tratamiento a 30 dias de salida en frio y en segundo lugar la linea
de seleccion #23 presenta un punto distintivo tras la aplicacion de la horma (7 dias

posterior) en donde el gen se encuentra reprimido.
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Figura 5-15. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen BAHD
aciltransferasa DCR (DCR). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

El gen JMT codificante para la Jasmonato O-metiltransferasa (Figura 5-16) presenta
una tendencia a su represion con un patron muy parecido al tratamiento en
Thompson Seedless, se observa ademas que los niveles de expresion comienzan
a decaer tanto en ambos ensayos al llegar a los 30 dias de salida en frio. En la linea
de seleccion 23 el patron se mantiene constante tanto en el control como en
tratamiento, pero ocurre una represion significante posterior a la guarda de 30 dias
en frio. El punto distintivo entre ambas variedades se presenta a los 30 dias salida
en frio observandose un mayor nivel de expresiéon del gen en control L#23 respecto

a su tratamiento que en el caso de Thompson Seedless.
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Figura 5-16. Expresion relativa en Thompson Seedless (A) y Linea 23 (B) del gen Jasmonato O-
metiltransferasa (JMT). La expresion fue normalizada por medio del gen TCPB y posteriormente
contrastada con la expresion del punto envero control. Diferentes letras entre el estado fenolégico y
tratamiento representan diferencias significativas con p<0.05 por test de Tukey.

La Tabla 5-8 presenta un resumen general de los puntos en los que se observa
algun grado de represion y/o sobreexpresion en las distintas variedades y a lo largo
de los diferentes estados fenoldgicos. En el resumen se toma en cuenta la tasa de
veces de cambio en la expresion del gen normalizado y respecto al punto de envero
en uva de mesa sin tratar con la fitohormona, considerando que éste representa la

base para el ensayo transcriptomico y posteriortes analisis moleculares.
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Tabla 5-8. Resumen de los niveles de expresion relativa en Thompson Seedless (TS) y Linea de
Seleccion #23 (L#23) en todos los genes estudiados. La expresiéon fue normalizada por medio del
gen TCPB y posteriormente contrastada con la expresion del punto envero control. (p<0.05 test de
Tukey).

TS 7dpa Envero 1AC Cosecha  30SF
PAL T 0 - - 1
ccomT ™ ™ - - -
RAP 2-3 2 2~ ™ _ 0
CCR1 T ™~ - - N
METK5 T - - - v
LAC12 A 2~ _ _
GA20x8 - - ™ - -
DCR - - - - N
IMT N N N 4 N
L#23 7dpa Envero 1AC Cosecha 30SF
PAL D 0 - - M
CCOMT ™~ - - _ PN
RAP 2-3 - 0 - - -
CCR1 ™ - - _ d
METKS ™ - - - -
LAC12 ™~ - - - _
GA20x8 - - - J 4
DCR NN - - d _
IMT - J - - J

11 : Sobreexpresado (Fold Change > 4)
1 : Sobreexpresado (Fold Change 2 - 4)
—: Sin diferencia (Fold Change < 2)

| : Reprimido (Fold Change 2 - 4)

1l : Reprimido (Fold Change > 4)
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6. DISCUSION

6.1. Caracterizacion fisiologica del pedicelo en cepas susceptibles y no
susceptibles a desgrane por tratamiento con &acido giberélico

Hoy en dia, el andlisis ARN-Seq ha ayudado a incrementar la informacién que se
puede obtener a partir de estudios transcriptdmicos tanto en cantidad como
precision gracias a su mayor sensibilidad, un rango dindmico alto, menor variacién
de la técnica y grandes niveles de reproducibilidad (Wang et al., 2008). En este
estudio esta técnica fue utilizada para obtener la totalidad de genes que muestran
una expresion diferencial al utilizar el tratamiento de la fitohormona &cido giberélico
(GA3); y asi, poder seleccionar genes que pudiesen estar directa o indirectamente
ligados al fenotipo de desgrane. Asi mismo, la viabilidad de este estudio se basé en
la disponibilidad de segregantes sin semillas mantenidas bajo las mismas
condiciones agroclimaticas ofreciendo una oportunidad Unica para analizar cambios
en el transcriptomico asociado al desgrane, ya que la Unica varianza establecida a

lo largo del ensayo fue el tratamiento (o no tratamiento) con acido giberélico.

Los resultados observados a lo largo del desarrollo fisiolégico de ambas variedades
de uva de mesa muestran que el tratamiento con GAs genera un crecimiento
diferencial en la linea de seleccion #23 al desarrollar un largo mayor y un grosor
menor del pedicelo respecto a la variedad Thompson Seedless. Tomando en cuenta
esta tendencia en L#23 tratado con la fitohormona y tomando en cuenta lo que

Retamales y Cooper 1993 plantearon respecto a que la rigidizacién de la estructura
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por el tratamiento podria estar involucrada en el desgrane se puede concluir que al
presentar una forma méas larga y con menor grosor, la resistencia a las fuerzas
mecanicas por manipulacion podrian influenciar ain mas respecto a otras
variedades como Thompson Seedless; esto también coincide con la exacerbacién
del desgrane a la salida de guarda de 30 dias en frio, ya que una menor temperatura
aumentaria la rigidizacion de la estructura. En cuanto al porcentaje de desgrane
observado durante el ensayo, tanto el punto de medicién en cosecha como salida
después de 30 dias de guarda en frio se comportaron de manera similar ocurriendo
un aumento en ambas variedades de uva de mesa al momento de ser tratadas con
la fitohormona. Sin embargo, se aprecia en la linea de seleccion 23 que el fenotipo
es notoriamente mayor debido al tratamiento con la fitohormona respecto a su
control, presentandose diferencias significativas con la variante menos susceptible
al desgrane. En comparacion a Thompson Seedless en el punto de cosecha L#23
presenta una tendencia a un mayor porcentaje de desgrane (superando el 5%
permitido comercialmente) en cosecha y siendo alrededor de 4 veces mayor al
momento de su salida en guarda de frio (21.6%). En conjunto estos resultados
corroboran que la linea de seleccion 23 presenta fenotipicamente una mayor
susceptibilidad al desgrane en comparacion a otras variedades como en este caso
es la contrastante Thompson Seedless, y que una respuesta genotipica podria estar
ligada a dicha respuesta. La informacion condice con una de las publicaciones mas
recientes de Garcia-Rojas et al. (2018) respecto a estudios fisioldgicos en pedicelos,
en los que se confirma que ademas de afectar el grosor y largo de la estructura, la
aplicacion de la fitohormona aumenta la firmeza y rigidez. Dentro de ese estudio se

confirmé ademas que el aumento de la fuerza es mayor posterior a la guarda en frio
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posiblemente debido a la pérdida de agua generando una disminucién en la
flexibilidad del raquis confirmando lo que en un inicio Nakamura y Hori 1981
postularon y es que, la dureza del raquis se asocia a la caida de las bayas en

cosecha y poscosecha e intensificandose con el tratamiento de GAs.

6.2. [dentificacion de genes candidatos a partir de andlisis transcriptémico en
pedicelo en genotipo susceptible al desgrane por tratamiento con acido
giberélico

El conjunto de muestras de ARNm aisladas en ambos genotipos (por duplicado)
fueron secuenciados independientemente en la etapa seleccionada
correspondiente a la fase final (fase Ill) del desarrollo y crecimiento del pedicelo
(estado fenologico de envero), esto es cuando la estructura ha alcanzado su
maximo tamafo tanto a nivel morfolégico como celular segin Douglas y Riggs 2005,

por lo que todo tipo de gen que se expreso diferencialmente durante este periodo

representa el efecto particular de la aplicacion de la fitohormona.

Los analisis transcriptomicos realizados mediante ensayo ARN-Seq incrementan
considerablemente la precision de la informacion obtenida entre el gran niamero de
genes que presentaron una expresion diferencial tras el tratamiento con acido
giberélico y permitieron la busqueda de genes candidatos y la evaluacion de sus

perfiles de expresién a lo largo del ensayo.

La secuenciacién en pares o paired-end permitié secuenciar ambos extremos de un

fragmento y generar datos de secuencia alineables de alta calidad. La
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secuenciacion en pares facilita la deteccion de reordenamientos genoémicos y
elementos de secuencia repetitivos, asi como fusiones de genes y transcripciones
novedosas (Nakato et al. 2010). Ademas de producir el doble de lecturas por el
mismo tiempo y esfuerzo en la preparacion de la biblioteca, las secuencias
alineadas como pares de lectura permiten una alineacién de lecturas mas precisay
la capacidad de detectar variantes de insercion-eliminacion (Nakato et al. 2010). Las
librerias que se generaron permiten un flujo de trabajo simple gracias a su rango
unico de tamafio de inserto permitiendo ensamblajes de alta calidad con librerias de
inserto cortos, ademas el sistema HiSeq 3000 aporta un mayor rendimiento en las
lecturas obtenidas con una puntuacion de Q30 aproximada al 90%, disminuyendo
la probabilidad de errores en analisis posteriores y para la validacion de los genes

(Ye 2016).

La informacién del estudio del genoma presente en las muestras derivé al analisis
comparativo entre los niveles de expresion utilizando los valores de RPKM y la tasa
de cambio a escala logaritmica, lo que resultd en la seleccion de 20 genes
diferencialmente expresados. Sin embargo, para la escala de este estudio se
utilizaron aquellos que presentaron una relacion en su expresion directa o
indirectamente relacionada con el crecimiento de estructuras y/o componentes que

formen parte del pedicelo en la fase de envero.

El conjunto de las rutas metabdlicas que se vieron afectadas estan relacionadas a
cambios en la conformacion y/o composicion del pedicelo. De los 9 genes

seleccionados y asociados a diferentes vias del metabolismo relacionadas con el
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crecimiento y regulacion de la estructura del pedicelo mostraron diferentes
comportamientos en su expresion de perfil a lo largo del desarrollo fenoldgico de la

vid.

6.3. Validacion de la expresion en genes seleccionados en genotipos
susceptibles al desgrane por tratamiento con &cido giberélico en su desarrollo
fenologico

El gen codificante para la fenilalanina amonioliasa (PAL) es la primera enzima
participante en la ruta de los fenilpropanoides y ha demostrado ser una de las
principales enzimas que participan en la formacion de polimeros de lignina
(Feduraev et al., 2021). Esta muestra un comportamiento casi idéntico en magnitud
en ambos fenotipos demostrando cambios de expresion en relacion a uva de mesa
no tratada corroborando que el tratamiento con la fitohormona afecta la expresion
del gen en un inicio y al final del ensayo. Este aumento de la expresion inicial se
condice con el aumento documentado en estudios anteriores (Cheng y Marsh 1968)
gue relacionan un aumento de la actividad de la enzima PAL con un aumento en la
liginificacion de plantas al aplicar la fitohormona en etapas tempranas (dependiente
a la concentracion); la sobreexpresion del gen en etapas tardias se podria relacionar
a la influencia dependiente a una menor temperatura con el dafio causado en la piel
de frutas (LaFuente et al., 2001), en este caso en la superficie del pedicelo. Durante
el periodo del estudio, este gen no mostré una diferencia distintiva cierta a un

fenotipo con mayor tendencia al desgrane.
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Se ha demostrado que el gen codificante para CCOMT tiene una participacion activa
y esencial en la biosintesis de lignina (Zhong et al., 2000); este efecto se ve reflejado
en la sobreexpresién del gen por tratamiento, al estar recién aplicada la fitohormona
observandose aun mas en la Linea de Seleccion #23, esto se puede traducir en un
aumento de la rigidizacién desde etapas mas tempranas para esta variedad de uva.
A esto se le suma un aumento en la expresién del gen para la variedad mas
susceptible a desgrane en el periodo posterior a su almacenamiento en condiciones
frias, como se ha documentado en bayas (Haider et al., 2017) que dichos cambios
se relacionarian a una resistencia por deshidratacion, esta respuesta podria
aumentar la lignificacion en el interior del pedicelo haciéndolo en combinacion con

lo descrito anteriormente aun mas propenso al desgrane.

El gen RAP2-3 pertenece a la familia de factores de transcripcion sensibles a etileno
(Giuntoli y Perata 2018), que conlleva a una gran cantidad de respuestas a nivel
hormonal en plantas, entre la mas importante, la maduracion de la fruta (BTtcher et
al., 2013), y aunque las uvas son clasificadas como frutas no climatéricas se ha
demostrado por Chervin et al. (2005) que la produccion interna de etileno se produce
principalmente antes de envero para el aumento del tamafio de la baya y permite la
acumulacién de compuestos asociados a la maduracion a partir de la ruta de los
fenilpropanoides (antocianinos en general). También se ha descrito en Arabidopsis
thaliana una relacion en la conversion de sefiales que surgen de la produccion de
etileno en tejidos tratados con giberelinas (van der Veen et al., 2013) otorgando
proteccion contra radicales libres y deshidratacion (Bailey-Serres et al., 2012)

asegurando una correcta respuesta de la planta frente a este estrés. Tomando en
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cuenta lo anterior, y observando el perfil de expresion de este gen, se observa por
parte de ambos fenotipos una sobreexpresion del gen a lo largo del tiempo hasta
cosecha, pero en Thompson Seedless se denota respecto al control; esto podria
traducirse en una mayor resistencia por parte de la planta a dafio por el sol y por
deshidratacion. Esto no tendria un efecto que se vea reflejado al momento de
cosecha, pero podria proteger al pedicelo durante su almacenamiento para soportar
de mejor manera el estrés por las condiciones de guarda respecto a la linea de
seleccion #23. Aln asi es necesario esclarecer méas el rol directo que involucra a

este gen con el desgrane.

El gen CCR1 es uno de los principales encargados de la sintesis del polimero de
lignina y en el ensamblaje de la pared celular (Tamasloukht et al., 2011), la
importancia en plantas de este gen se ha verificado en ensayos en Arabidospis
thaliana, en los que este gen ha sido reprimido completamente, generando plantas
enanas debido al colapso del xilema por bajas concentraciones y condensacion de
lignina, lo que puede traducirse en una problema en el ensamblaje de la pared
secundaria (Ruel et al., 2009). Tomando en cuenta la importancia de este geny su
patron de expresion durante el desarrollo fenolégico de ambos fenotipos se puede
apreciar que ocurre un peak en la sobreexpresion a una semana de la aplicacion
del acido giberélico relacionandose posiblemente con un aumento en la tasa de
lignificacién y estructuracion de ésta. Sin embargo, durante el periodo de
almacenamiento en frio, los niveles del gen bajan en comparacion del grupo control,
esto podria significar una pérdida en la estructuracion del polimero y

desestabilizacion del xilema (o pared celular) en el pedicelo haciéndolo mas
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susceptible al desgrane (Ployet et al., 2018). La linea de seleccion #23 podria ser
mas susceptible en este aspecto debido a que podria darse un menor orden en la

estructura en comparacion a Thompson Seedless.

El gen METK5 codificante para la isoforma de la enzima S-adenosilmetionina
sintasa 5 ayuda en la sintesis de precursores de poliaminas (Guo et al., 2014), las
gue estan involucradas en la respuesta contra estrés abidtico, sobretodo en
situaciones de sequia y alta salinidad (Guo et al., 2014). Algunas isoformas de esta
enzima han sido descritas como las encargadas de ofrecer una alta tasa de
resistencia al estar sobreexpresadas al preservar los nutrientes de la planta (Zhu y
Gong 2014)y protegiendo los tejidos del ataque de radicales libres (Ma et al., 2017).
Tomando en cuenta lo anterior, se podria relacionar en ambos fenotipos un efecto
protector extra al inicio del ensayo posaplicacion de la fitohormona para el periodo
inicial; sin embargo, dicha proteccion se pierde en etapas posteriores al desarrollo
fenologico; incluso se ve una represion de la expresion en Thomas Seedless tras
su almacenamiento en frio (Seong et al.,, 2018). Tomando en cuenta que este
fenotipo no sufre desgrane elevado se puede inferir que la enzima estaria mas
relacionada a la proteccidon en uva de mesa en una etapa anterior a la cosecha y

gue no guarda una relacion mayor al frio.

El gen LAC12 codificante para la enzima Lacasa es un gen que ha sido
correlacionado principalmente en la germinacion, elongacion de raices y
degradacion de lignina en Arabidopsis thaliana (gen homélogo TT10) teniendo un

rol principal en la ruta de su degradacién (Pourcel et al., 2005), esto puede conllevar
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a variaciones en la condensacion del contenido de lignina (Pourcel et al., 2005). La
regulacién positiva que se da en ambos fenotipos al dia 7 después de la aplicaciéon
de la fitohormona, en especial en la linea de seleccion #23 podria ser una respuesta
fisiologica al aumento del contenido de lignina en el pedicelo como un mecanismo
antagonico, o bien, significar un aumento de precursores de este polimero, lo que

podrian acumularse durante el resto del desarrollo fenolégico.

Las proteinas de clase giberelina 2-p-dioxigenasas son las responsables de la 2[3-
hidroxilacion e inactivacion de la forma bioactiva del acido giberélico (Schomburg et
al., 2003). Perteneciente a este grupo se encuentra el gen GA20x8 que ha sido
descrito como uno de los principales reguladores de la via biosintética para la
activacion de la hormona (Middleton et al., 2012) y teniendo un efecto comprobado
la adecuada formacion de tejido maderoso, gracias a su activacion continua y
restringida a la zona de expansion del xilema (Israelsson et al., 2005). Estudios en
uva han corroborado una complejidad similar a la de otras plantas de este grupo de
genes (Han y Zhu, 2011); sin embargo, estudios transcriptomicos no se han
desarrollado mas alla del estado fenolégico de envero (Giacomelli et al., 2013). A lo
largo del ensayo la Linea de seleccion #23 se observa que a partir de envero ocurre
un aumento sostenido de la expresion del gen, siendo éste aln mayor luego del
periodo de almacenamiento en frio. Esto podria significar una inactivacion de la
hormona y ralentizacion del metabolismo dentro del pedicelo que conlleva a un

cambio de textura y lesiones como se ha demostrado en otros alimentos al ser
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almacenados en frio, relacionandose estrechamente con una menor expresion en

genes categdricos a muerte celular y respuesta inmune (Pegoraro et al., 2015).

La cuticula esta formada principalmente por cutina y es de vital importancia para el
desarrollo y sobrevivencia de la planta (Heredia 2003; Chen et al., 2011; Ziv et al.,
2018) . La enzima BAHD aciltransferasa DCR es una de las principales encargadas
de mediar la sintesis del polimero (Panikashvili et al., 2009), a tal punto, que plantas
con baja expresion presentan deficiencia en su cuticula haciéndolas maés
susceptibles a estrés salino, osmotico y deshidratacion (Panikashvili et al., 2009);
comprobandose recientemente su importancia en bayas de uva frente a este tipo de
estrés en poscosecha (Dimopoulos et al., 2020). Como se aprecia en los resultados
y tomando en cuenta que la cuticula se desarrolla principalmente en las primeros
estadios del desarrollo fenoldgico, la Linea de seleccion #23 se veria afectada
inmediatamente tras la aplicacion de la hormona, predisponiéndola a una barrera
fisica mas endeble contra la manipulacion y tolerancia al frio. Asi mismo esto podria
ocurrir con Thompson Seedless al estar almacenado en frio haciéndola mas

susceptible al desgrane respecto a su control.

El gen JMT codificante para enzima Jasmonato O-Metiltransferasa es vital para la
sintesis de metiljasmonato y a su vez importante para la regulacion celular de varios
procesos relacionados en procesos de desarrollo y respuesta de defensa (Seo et
al., 2001); esto se ha demostrado en Arabidopsis thaliana que sobreexpresan la
enzima confiriéndole mayor resistencia a estrés hidrico (Seo et al., 2001). Estudios

realizados en Carica papaya por Rivera-Dominguez et al., 2012 demuestran una
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relacién directa entre el aumento del gen y una mejor respuesta ante estrés en
plantas durante su almacenamiento a 5°C por periodos de 5 dias, sobre todo en
tejido de piel (cuticula) de las frutas contra posibles dafio abioticos (abscision).
Tomando en cuenta estos factores, se observa una tendencia a lo largo del tiempo
para Thompson Seedles en la que el tratamiento reprime en un bajo grado la
expresion del gen, siendo constante a lo largo del tiempo. Sin embargo y a pesar de
gue el comportamiento en el perfil de expresion del gen en la Linea #23 es similar
a lo largo de todo el desarrollo fenoldgico, se observa una gran diferencia entre el
control y tratamiento (gen reprimido) durante el periodo posterior al almacenamiento
en frio. Lo anterior podria conllevar un debilitamiento en la cuticula y respuesta
contra estrés hidrico a bajas temperaturas a casusa del tratamiento con la
fitohormona; traduciéndose en una mayor susceptibilidad al desgrane (Garcia-Rojas

et al., 2018).

Tomando en cuenta la suma de todos los genes se podria relacionar los efectos
mencionados anterioremente por un cambio en sus niveles de expresion, estas
condiciones podrian ser acumulativas y tener una incidencia en el desgrane de la
linea de seleccion #23, ya que muchos de estos genes estan directamente o
indirectamente relacionados con procesos de rigidizacion del pedicelo, asociados a
defensa contra estrés hidrico/oxidativo y factores de crecimiento (Zhong et al., 2000;
Tamasloukht et al., 2011; Meneses et al., 2020; Feduraev et al., 2021). En efecto se
ha demostrado que la lignificacion, desarrollo de la pared celular y proliferacién
celular son procesos ontolégicamente relacionados con la arquitectura del xilema 'y

conformacién de la planta (Li et al., 2005).
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Entre los genes que representan de mejor manera una expresion diferencial
sustancial y que podrian ser utilizados como marcadores destacan los que
presentan una expresion caracteristica como: CCOMT y CCRL1 durante los primeros
7 dias post aplicacién de la hormona y 30 dias después de su salida de guarda en
frio; METK5 y DCR también durante los primeros dias de aplicacién de la
fitohormona y JMT al final del proceso luego de su guarda en frio por 30 dias. Todos
estos genes marcan una expresion que permite diferenciarlas del tratamiento y de

varietales que no presentan el fenotipo (desgrane) facilmente.
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7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permiten aceptar la hipotesis que sefala
que “La susceptibilidad al desgrane esta ligada al genotipo en uvas apirénicas y
asociada a la expresion diferencial de genes relacionados a un mayor crecimiento
y engrosamiento del pedicelo a partir del tratamiento con acido giberélico durante
su desarrollo fenolégico generando una rigidizacion de la estructura a nivel celular
permitiendo asi una mayor tasa de desgrane”. Los genes seleccionados para este
ensayo se relacionaron con rutas metabdlicas ligadas a la produccion de lignina,
cutina, defensa contra estrés hidrico/oxidativo y factores de crecimiento; en conjunto
todo conlleva a un mayor engrosamiento y a la vez debilitamiento de la estructura
del pedicelo, junto a ello, y tomando en cuenta la rigidizacion de la estructura,
aumentaria la susceptibilidad al desgrane en las variantes que presentan estos

cambios en la expresiéon de los estos genes.

Si bien los resultados son consistentes, se requiere validar la informacion con datos
de otras variedades de uvas de mesa y a la vez en distintas temporadas para

esclarecer el uso de estos genes como posibles marcadores.

Una posible forma de utilizar los genes de estudio seria la aplicacion de

microarreglos para la deteccion temprana y/o intermedia de una posible

susceptibilidad al desgrane por parte de la variedad de uva de mesa a exportar.
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Esto permitiria dirigir o redirigir la carga a mercados de interés tomando las

precauciones debidas para su manejo.
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