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RESUMEN

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), presenta un problema de “caida prematura de fruto” poco estudiado en
orquideas. Dado que las auxinas tienen una participacion especifica en la regulacion del proceso de transicion de flor a fruto
y concretamente que el gen ARF8 regula la expresion de genes relacionados con la madurez de ovulos y el desarrollo del
fruto, el objetivo del presente estudio fue analizar los niveles de expresion del gen ARF8 durante los 45 dias criticos después
de la polinizacion (ddp), en los genotipos CH-l'y CH-VI de vainilla. Los resultados muestran diferencias significativas en los
niveles de transcritos de ARF8 a partir del dia 25 ddp, e indican que los ovulos del genotipo CH-I maduran antes que los del
Q-VI. Debido a que la fertilizacion ocurre entre los 25 y 45 ddp en el genotipo CH-I, mientras que en el genotipo CH-VI la
fertilizacion no ocurre hasta después del dia 45. Por tal razon, el genotipo CH-VI es mas susceptible a la “caida’. A partir de
los resultados, se concluye que no existe fruto cuando hay abscision, por lo que biologicamente el fendmeno corresponde

a un proceso de abscision de flores no fertilizadas.
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ABSTRACT

Vanilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), faces a problem of “premature fruit drop” little studied in orchids. Since auxins
have a specific participation in the regulation of transition from flower to fruit, and specifically that the ARF8 gene regulates
the expression of genes related to ovules maturity and fruit development, the objective of the present study was to analyze
the expression levels of ARF8 gene during the critical 45 days post-pollination (dpp) in the CH-I and CH-VI genotypes of V.
planifolia. The results show significant differences in the levels of ARFS transcripts from 25 dpp, and indicate that the ovules
of the CH-I genotype mature earlier than those of CH-VI. Because fertilization occurs between 25 and 45 ddp in the CH-I
genotype, whereas in the CH-VI genotype fertilization does not occur until after day 45. For this reason, the CH-VI
genotype is more susceptible to the “fruit drop”. From the results it is concluded that there is no fruit when

there is abscission, so that biologically the phenomenon corresponds to a process of "abscission of

unfertilized flowers”.
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INTRODUCCION
a interrupcion en la tran-
sicion de flor a fruto es un
proceso critico en todas las
angiospermas, en varios cul-
tivos comerciales los niveles de cai-
da prematura de frutos puede re-
presentar hasta 95% de la produc-
cion (Nelson et al,, 1998; Guevara
y Jiménez, 2006). En la familia Or-
chidaceae, la situacion es similar ya
gue de manera natural, solo entre
1y 3% de las flores logran transfor-
marse en frutos (Rodriguez-Robles
etal, 1992). Uno de los factores in-
volucrados en este fendomeno, es el
largo proceso de fertilizacion que
experimenta dicha familia, el cual
puede ocupar entre 45 y 65 dias
después de la polinizacion (ddp).
El ovario de las orguideas no tiene
ovulos o estan inmaduros y es el
contacto del polen con el estigma,
la sefial que activa el desarrollo de
los oOvulos de manera sincronica
a la elongacion del tubo polinico
hasta su fertilizacion. Durante este
periodo hay factores ambientales
(principalmente temperatura y es-
trés hidrico) que afectan la sincro-
nizacion entre la madurez de los
ovulos y el crecimiento del tubo
polinico, lo cual puede interrumpir
la fertilizacion de la flor y provocar
su abscision (Cheny Fang, 2016).

Las auxinas tienen una participacion
esencial en este proceso, inducen
el desarrollo y maduracion de los
ovulos después de la polinizacion
(Wangetal., 2009; Domingos, 2016)
e incluso después de la fertilizacion,
una vez formadas las semillas, las
auxinas se difunden hacia los demas
tejidos del fruto, requlando el creci-
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miento vy division celular del fruto.
Esto ocurre mediante mecanismos
moleculares de regulacion de au-
xinas endogenas que involucran
etapas de biosintesis, sefializacion,
transporte y degradacion (Pattison
et al., 2013). Dichas etapas estan re-
guladas por la expresion de genes,
principalmente de las familias PIN,
YUCCA, TIR, AUX/IAA y ARF (Kang et
al, 2013; Shin et al., 2015; Domin-
gos, 2016).

En organismos modelo como
Arabidopsis thaliana (Brassicaceae)
y Solanum lycopersicum (Solana-
ceae) se ha observado que la re-
gulacion transcripcional del me-
tabolismo de auxinas durante las
primeras etapas del desarrollo del
fruto, esta mediada por la hetero-
dimerizacion de dos familias de ge-
nes AUX/IAA y ARF (Auxin Respon-
se Factor) (Pandolfini et al., 2007).
Dentro de la familia de genes ARF
se ha identificado que ARF8 puede
estimular la expresion temprana de
genes relacionados con la madurez
de ovulos y el desarrollo del fruto
(Goetz et al., 2007; Pomares-Vicia-
na et al., 2017). En la familia Orchi-
daceae, no se ha documentado la
actividad de ARF8 en el modelo de
regulacion de auxinas durante el
desarrollo del fruto.

En el caso concreto de México, la
produccion de vainilla ha disminui-
do en los ultimos 10 afios hasta en
80% por un fendmeno reconocido
inicialmente como ‘caida prematu-
ra de fruto” el cual se presenta entre
los 45 y 55 ddp (Hernandez-Her-
nandez, 2011). Hasta el momento
se desconocen las causas de dicho
fendmeno, sin embargo datos preli-
minares sugieren que el mecanismo
molecular puede estar relacionado
con el metabolismo de auxinas en
interaccion con etileno. Por otra

parte se ha observado, que existe
una respuesta diferencial entre los
genotipos cultivados, concretamen-
te se ha observado que el genotipo
CH-I es un material mas toleran-
te al fendomeno de caida, mientras
que el genotipo CH-VI parece ser el
mas susceptible (Salazar-Rojas et al.,
2016).

Dado que no se conocen con deta-
lle los genes especificos y su com-
portamiento a lo largo del proceso
de transicion de flor a fruto en vai-
nilla, se plante® como objetivo ana-
lizar los niveles de expresion del gen
ARF8 durante la transicion de flor a
fruto en vainilla.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron flores de dos geno-
tipos de vainilla: el genotipo tole-
rante (CH-I) y genotipo susceptible
a caida (CH-VI) (Salazar-Rojas et al.,
2016; Herrera-Cabrera et al., 2016).
El material bioldgico se almacend
en la solucion de preservacion RNA-
later® (SIGMA) o en N> liquido.

Disefio experimental

Se utilizd un disefio experimental de
dos factores completamente al azar.
Se consideraron el tiempo (ddp) vy
el genotipo como fuentes de va-
riacion. En el tiempo se incluyeron
siete etapas de desarrollo: el boton
floral previo a la antesis (—1ddp), la
antesis en dos condiciones, sin poli-
nizar (A s/p) y polinizada (A p), tam-
bién la flor un dia después de ser
polinizada (1 ddp), 10 dias después
(10 ddp), 25 dias después (25 ddp)
y 45 dias después de ser polinizada
(45 ddp). Los tiempos se basaron en
el periodo critico de desarrollo del
fruto en V. planifolia (Fig. 1).

Extraccion de RNATota1
Se segregaron los ovarios y se triturd
el tejido con Ny liquido para evitar la
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Figura 1. Diserio experimental con siete fases del desarrollo del ovario de los genotipos CH-l y
CH-VI un dia antes de la polinizacion (1dap), antesis sin polinizar (A s/p), antesis polinizada (A p), un
dia después de la polinizacion (1ddp), diez dias después de la polinizacion (10ddp), 25 dias después
de la polinizacion (25ddp) y 45 dias después de la polinizacion (45ddp).

degradacion del material bioldgico. Se procedio a la extraccion de RNATo1
con TRIzol® Reagent, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se le realizo
un tratamiento con DNasa |, para eliminar remanentes de DNA gendmico, y
se precipitd en 20 ul de acetato de sodio 3M y 60 ulL de etanol frio a 100%,
durante 12 h a —80°C. Se removio el etanol y se resuspendio la pastilla en 20
ul de agua libre de nucleasas. Finalmente se verifico la integridad del RNATot4
mediante una electroforesis en gel de agarosa a 1%.

Sintesis de cDNA

Las muestras de RNATo51 S€ mantuvieron en hielo. La reaccion de sintesis de
cDNA se realizd con la enzima SuperScript™ |l Reverse Transcriptase de In-
vitrogen® y con oligodT, en un termociclador BIO-RAD T100 Thermal Cycler
con ciclo inicial de 42° durante 60 minutos, 70°C por 10 min.

qRT-PCR

Se utilizaron pares de primers diseflados en el programa Geneious 9% 4 par-
tir de mapeos con un transcriptoma de referencia de vainilla (en proceso) y
secuencias disponibles en la base de datos de nucledtidos GenBank y Phyto-
zome con las claves de acceso: AT5G37020.1 (Arabidopsis thaliana ARF8) y
como gen de referencia KF513175.1 (V. planifolia, actina) (Tabla 1).

La reaccion de gRT-PCR se realizd mediante el kit Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix en el termociclador StepOne™ Real-Time PCR System
con el programa: Ciclo inicial de 95°C por 10 min, seguido por 45 ciclos
de 95°C 15 seqg, 60°C 1 min, 95°C 15 seg, 60°C 1 min y 95°C 15 seg. Para

Tabla 1. Primers disefiados para el estudio de la expresion del gen ARF en vainilla (V. planifolia).
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conocer los niveles de expresion
de los genes se utilizo el método
de cuantificacion relativa mediante
el comparativo de Ct (27AACY (Livak
y Schmittgen, 2001).

RESULTADOS

Se observaron diferencias signifi-
cativas (P=<0.001) en los niveles de
expresion del gen ARF8 tanto en el
tiempo (a lo largo de los 45 ddp),
como entre los genotipos CH-
(tolerante) y CH-VI (susceptible). El
genotipo CH-I registrd los mayores
niveles de expresion de ARF8 en to-
dos los tiempos analizados; desde
1dap se observo una diferencia en
la expresion relativa (ER) de 2.02 ve-
ces mas expresion del gen ARF8 en
el genotipo CH-lI en comparacion
con la expresion del genotipo CH-
VI. Posteriormente, fue hasta los 25
ddp que se observd 24.5 veces mas
ER de ARF8 en el genotipo CH-I en
comparacion con el genotipo CH-
VI. Y una disminucion en la ER a los
45 ddp pero 6.7 veces mas alta que
en el genotipo CH-VI (Fig. 2-A). Asi
mismo, en las imagenes prelimina-
res de los cortes de ovario que co-
rresponden con 25 ddp se puede
apreciar que en el genotipo CH-VI
no hay diferenciacion de la placen-
ta, y aun se observan primordios de
ovulos (Fig. 2B); mientras que en el
genotipo CH-I se puede apreciar la
formacion del tejido de la placenta
y los ovarios mas diferenciados (Fig.
2B).

Los niveles de expresion del gen
ARF8 indican que pre-
vio a la antesis de la
flor, existe una expre-
sion basal de transcri-

F: GAGCTAGGGCAGATGTTTGGT —39.58 -399 60.1 tos de ARF8 en ambos
VpARF8 .
R: GGTCGTCTCCAAGAAGAAGCA 525 -399 -399 60.0 genotipos. Cuando la
F- GGGTTACTCCTTTACGACCACA 524 ~3958 ~399 601 flor esta en antesis, el
VpActin estigma esta recep-
R: GCTGCTCTTCGCTGTCTCAA 525 -399 -399 60.0 ‘ )
tivo, los niveles de
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transcritos de ARF8 disminuyen parcialmente en los dos
genotipos evaluados. Unicamente en el genotipo CH-l
el nivel de expresion de ARF8 se incrementa a partir de
1 ddp y continua esa tendencia con diferenciacion evi-
dente de ovulos en el ovario, hasta el dia 25 ddp que es
el momento en que se presenta la fertilizacion de los
ovulos y posterior a ello los niveles de ARFS disminuyen
hacia el dia 45 ddp.

En el genotipo CH-VI los niveles de expresion se mantie-
nen en cero desde la polinizacion hasta los 10ddp. En 25
ddp. se incrementa ligeramente la expresion de ARF8 y
se mantiene en niveles bajos ER (0.5) hasta 45 ddp con
un bajo nivel de diferenciacion en los ovulos, lo gue su-
giere, gue se impide su fertilizacion y provoca la absci-
sion de las flores no fertilizadas (Fig. 3).

DISCUSION

En las plantas la induccion, desarrollo y maduracion de
los ovulos durante la transicion de flor a fruto, son pro-
cesos regulados a nivel transcripcional por la interaccion
de un complejo de auxinas (acido indolacético) y un mo-
dulo de genes de las familias ARF y Aux/IAA (Si-Bei et al.,
2016). Se conoce que el gen ARF8 junto con IAA9, for-
man un complejo represor transcripcional de la respues-
ta a auxinas antes del inicio de la fertilizacion. En ausen-
cia de auxinas o una baja concentracion en el tejido, la
proteina IAA9 retiene a ARF8 y no permite que esta pro-
teina active los genes de respuesta a auxinas que estan
involucrados con el desarrollo y crecimiento del fruto
después de la fertilizacion de los Ovulos. En presencia de
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auxinas o en concentraciones altas, IAA9 se ubiquitiniza
y ARF8 queda libre para poder participar como factor de
transcripcion de los genes de crecimiento y desarrollo
del fruto (Goetz et al., 2007) (Fig. 4).

En la familia Orchidiaceae la polinizacion es la sefial que
induce el desarrollo y maduracion de los ovulos. Previo
al contacto del polen con el estigma, no existen évulos
en el ovario por lo que el proceso de fertilizacion es muy
largo vy tarda entre 45 y 55 dias en el caso de vainilla
(O'Neill, 1997; Cheny Fang, 2016).

De acuerdo con Pandolfini (2007), en la mayoria de las
angiospermas solo es posible identificar un evento de
cambio en los niveles de expresion de ARF8 en el ovario
después de la polinizacion en su transicion a fruto. Sin
embargo en vainilla y concretamente en el genotipo
CH-I, se observan dos fluctuaciones en la expresion
de ARF8 en el ovario, las cuales se explican como dos
cambios en la concentracion de auxinas, uno asociado
con la polinizacion y otro con la fertilizacion de los
ovulos.

Por esta razon se propone que en vainillay probablemente
en otras orquideas, el proceso de transicion de flor
a fruto presenta cuatro etapas de interaccion en la
expresion de genes del complejo ARFS e IAA9, las cuales
modulan el encendido y apagado de los genes asociados
con la induccion y madurez de ovulos, asi como con
el crecimiento y desarrollo del fruto después de la
fertilizacion (Fig. 5) (Goetz et al., 2007; Pandolfini 2007).
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Figura 3. Grafico comparativo de los niveles de expresion del gen ARF8 en los genotipos CH-ly CH-VI en diferentes tiem-
pos y etapas en la transicion de flor a fruto: 1 dia antes de la polinizacion (1dap), en la antesis sin polinizar (A s/p), la antesis
una vez polinizada la flor (A p), 1ddp, 10ddp, 25ddp vy 45ddp (ddp=dias despues de la polinizacion)
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Figura 4. Modelo de actividad de las proteinas ARF8 y Aux/ IAA9 en el control de la iniciacion del fruto, basado en Goetz
etal. (2007).
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zacion, pre-fertilizacion y fertilizacion en V.

En la Etapa de pre-fertilizacion, se
observa que los niveles de expresion
de ARF8 son altos, lo cual sugiere
bajas concentraciones de auxinas
en las que la proteina ARF8 se
encuentra en complejo con /AA9
y en consecuencia la transcripcion
de los genes de inicio del fruto se
encuentra apagada (Fig. 5). Esto
coincide con la imagen del corte
transversal del ovario en 1dap,
en el gue no se observan ovulos
formados ni otro tejido diferenciado
(Fig. 3).

Durante la Etapa de polinizacion, se
incrementa la concentracion de AlA
y disminuye el nivel de expresion
de ARF8 debido a que actua como
factor de transcripcion en genes
de desarrollo y maduracion de los
évulos de vainilla (Fig. 5).
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planifolia (modificado Goetz et al., 2007).

En la Etapa de pre-fertilizacion, en
una condicion normal (genotipo CH-
1), los niveles de expresion de ARFS
vuelven a incrementarse debido a
la disminucion en la concentracion
de auxinas, producida por la sefal
recibida de los ovulos maduros que
estan listos para ser fertilizados. En
una condicion susceptible a “caida”
(genotipo CH-VI), no se incrementa
la expresion de ARF8 debido a
que los ovulos siguen inmaduros
y en proceso de desarrollo,
concentraciones altas de auxinas en
el tejido del ovario (Figuras 3y 5).

Etapa de fertilizacion solo se
observo en el genotipo CH-I, la cual
se manifesto en un decremento de
los niveles de expresion de ARFS8
después de los 25dpp, inducido por
el incremento en la concentracion

de auxinas, caracteristico de la
formacion de semillas en las etapas
de desarrollo y crecimiento de
frutos (Goetz et al., 2007; Pandolfini
2007).

En el caso del genotipo CH-
VI, después de los 25dpp no se
observaron cambios en los niveles
de expresion de ARF8 ni en la
diferenciacion de los ovulos en
el ovario. Lo que se sugiere que
en dicho genotipo no ocurre la
fertilizacion y esta sefial provoca la
abscision de las flores no fertilizadas.
De acuerdo con Pandolfin (2007),
después de la polinizacion vy la
fertilizacion los niveles de expresion
de ARF8 disminuyen, lo cual
coincide con nuestros resultados
observados en el genotipo CH-I de
vainilla, que mantiene dicho patron



de expresion tanto después de la polinizacion como en
la fertilizacion (Fig. 3).

Con base en los resultados obtenidos, en el genotipo
CH-I la fertilizacion ocurre entre los 25 y 45 ddp, mientras
que en el genotipo CH-VI es posterior o no sucede, lo
cual lo convierte en un material mas susceptible a las
modificaciones ambientales provocadas por el cambio
climatico.

La informacion obtenida sobre el papel de ARFS en
la regulacion del metabolismo de auxinas durante la
transicion de flor a fruto en vainilla, abre una linea de
investigacion aplicada para el desarrollo a mediano vy
corto plazo de estrategias de intervencion, que eviten
la interrupcion de la fertilizacion en la flores y su
abscision en el genotipo CH-VI, posiblemente a través
del silenciamiento o supresion del gen ARF8 o de
algunos otros genes del complejo TIR-AUX/IAA-ARF en
el germoplasma de vainilla.

CONCLUSION

[~ xiste diferencia en los niveles de expresion de
— del gen ARF8 en los genotipos CH-lI y CH-VI de
L— vainilla. La respuesta mas evidente de la expresion
diferencial de ARF8 entre genotipos, ocurre a los 25 ddp
y se manifiesta como fertilizacion en el genotipo CH-
mientras que en el genotipo CH-VI se expresa como
ovarios con ovulos inmaduros. El evento reconocido
como ‘caida prematura de fruto® corresponde
biologicamente con la abscision de flores no fertilizadas.
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