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Resumen

El Tannat (Vitis vinifera cv. Tannat) es hoy la variedad vinifera més cultivada y emblematica
del pais. La coleccién de clones de Tannat en Uruguay se encuentra en la estacion
experimental INIA “Las Brujas” e incluye parcelas de los clones franceses: 398, 399, 472, 474,
475, 717, 794 y 944.

Tannat se caracteriza por vinos de intenso color, elevada acidez y alta concentracion de
polifenoles, especialmente taninos, que aportan estructura, astringencia y gran capacidad
antioxidante. Su perfil aromatico no presenta notas varietales marcadas; en su juventud
dominan los aromas frutados, que con la crianza evolucionan hacia matices mas complejos.
El potencial aromatico del Tannat esta relacionado con precursores presentes en la uva, como
compuestos glicosilados y carotenoides. Estos ultimos, sintetizados principalmente en la piel
de la baya, dan lugar a norisoprenoides de 13 carbonos que, en su mayoria glicosilados,
pueden liberarse durante la crianza por accién enzimatica o del medio acido, contribuyendo
asi al desarrollo aromético en vinos de guarda.

En esta tesis se seleccionaron los clones 717 y 474 a partir de su contenido de precursores
glicosidicos de norisoprenoides (vendimias 2016 a 2018 en madurez), y posteriormente se
estudio, durante un periodo de maduracion (diciembre 2019 a marzo 2020), la evolucién del
perfil de carotenoides (precursores de norisoprenoides) mediante HPLC-DAD, asi como la
evolucién de norisoprenoides en estado glicosilado y libre por GC-MS. Se identificaron 16
carotenoides, 10 norisoprenoides glicosilados y 5 norisoprenoides libres. En ambos clones se
observo una caida general en los carotenoides durante la madurez, y un aumento progresivo
de los norisoprenoides libres y glicosilados a lo largo del mismo periodo.

Paralelamente, se identificaron en el genoma de Tannat los genes relacionados con la
sintesis de carotenoides (22 genes) y norisoprenoides (7 genes); y se secuenciaron los
transcriptomas de las muestras mediante RNA-Seq. Los analisis de expresion diferencial a lo
largo de la maduracion y comparando clones fueron focalizados en la sintesis de estos
compuestos. Relacionados a los carotenoides, 7 genes en el 717 y 5 genes en el 474
mostraron expresion diferencial; mientras que a los norisoprenoides, 2 genes en cada clon
mostraron expresion diferencial. Al comparar clones, solo el gen VIT_08s0032g00800_2, que
codifica para una isomerasa de carotenoides (CRTISO), mostré6 una mayor expresion en el
clon 717 en madurez. Por otra parte, no se encontraron genes diferencialmente expresados
entre ambos clones en relacion con la biosintesis de norisoprenoides.

Los genes que codifican para CCD4 mostraron correlaciones de Pearson negativas con varios
carotenoides y positivas con algunos norisoprenoides en ambos clones.

Este trabajo aportd6 nuevos conocimientos sobre la sintesis de norisoprenoides en Tannat,

identificando genes, metabolitos y relaciones clave entre ellos.
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1. Abreviaturas

Abreviatura

Vv
sdf

CCD
DEG
EdD
G

EV
ER
M
PCA
PC
LFC
RLD
HPLC
GC
MS
DAD

Significado

Vitis vinifera

Semanas después de floraciéon
Clivaja de escisidon de carotenoides
Gen diferencialmente expresado
Estadios de desarrollo

5 semanas después de floracién

Envero cuando las bayas se encuentran verdes
Envero cuando las bayas se encuentran rojas
Madurez enoldgica

Analisis de componentes principales
Componente principal

Logz(FoldChange)
Regularized log

Cromatografia liquida de alta performance
Cromatografia gaseosa

Espectrometro de masa

Detector de arreglo de diodos



2. Introduccion

2.1. Vitis vinifera cv. Tannat

2.1.1. Introduccién del Tannat al Uruguay y actualidad

Los primeros vifiedos en Uruguay fueron plantados por los espafoles que desembarcaron en
el siglo XVI (Carrau 1997). No obstante, fue recién en el afio 1870 cuando el vascofrancés
Pascual Harriague le dio el gran impulso a la variedad Tannat (Vv cv. Tannat). Harriague,
luego de haber ensayado con distintas uvas, plant6 un vifiedo de Tannat en la ciudad de Salto
en un contexto donde la vitivinicultura uruguaya se proyectaba en términos de cantidad y no
calidad, produciendo vinos con mala reputacion (De Frutos et al. 1999).

Con la propuesta de dirigir la produccion nacional a vinos finos Tannat, en la década del 1990
se introdujeron clones certificados libres de virus seleccionados en Francia. Estos clones
comerciales de Tannat introducidos en Uruguay fueron los 398, 399, 472, 474, 475, 717, 794
y 944. El clon 398, a pesar de la falta de ensayos que verifican sus cualidades especiales se
consolidé como el mas cultivado, representando mas del 50% del total de las plantaciones
(De Frutos et al. 1999, Disegna et al. 2014).

En la actualidad, el Tannat se considera la variedad de vid vinifera insignia del pais, y a su
vez, la mas cultivada. Siendo en el afio 2024, un 26,5% de la superficie de vid plantadas en
el pais (INAVI, 2024). A pesar de que la variedad Tannat es originaria de la regiéon de Madiran
(sur de Francia), actualmente es muy poco cultivada en Europa y hasta hace algunos afios

Uruguay era el Unico pais americano en producirlo (Boido et al. 2003).

Esta variedad se destaca respecto a otras variedades tintas por ser la que contiene una mayor
adaptacion agroecolégica y su alta concentracién de polifenoles, los cuales son los
responsables del intenso color, la estructura en boca y el elevado poder antioxidante de sus
vinos. Por otra parte, el aroma de los vinos de Tannat es moderado o bajo comparado con
los de otras variedades ya que se la considera una variedad neutra. Esta caracteristica es
poco deseada principalmente en vinos jévenes ya que el aroma del vino es un atributo que

junto con otros pardmetros sensoriales definen la calidad de este (Farifia et al, 2021).



2.1.2. Desarrollo de la baya

La baya de Vv se desarrolla a través de un proceso dinamico y complejo que implica una
cascada de cambios bioquimicos.

Es un proceso continuo en un patrén de crecimiento doble sigmoidal que puede describirse
en tres fases de crecimiento tal como se detalla en la Figura 1 (Coombe 1992, Coombe
McCarthy 2000, y Malacarne et al. 2024).

En la etapa inicial o Fase | de crecimiento, se produce un rapido crecimiento y rapida division
mitética celular, dando como resultado el desarrollo de los tres tejidos que componen la baya:
piel, pulpa y semilla (Vasconcelos et al. 2009). Los acidos malico y tartarico comienzan a
sintetizarse en esta fase y se almacenan en las vacuolas hasta alcanzar su concentracion
méaxima al final de la Fase |I. También ocurre la sintesis de carotenoides en la piel de la baya
(Razungles et al. 1998, Mendes-Pinto et al. 2005).

En esta fase también ocurre la biosintesis de los acidos hidroxicinamicos , precursores de los
compuestos fendlicos volatiles.

La Fase Il, es conocida por ser una fase lenta, donde el tamafio de las bayas no aumenta
debido a que la division celular se detiene (Harris et al. 1968). Las bayas, en este periodo, se
caracterizan por ser duras, verdes y con elevados niveles de acidez. El tamafio final de la
semilla se alcanza en esta etapa. Al final de la Fase |l comienza la acumulacién de azucares
en la pulpa. (Coombe, et al. 1992).

La Fase lll, conocida a su vez como envero o maduracion, es la etapa en la cual comienza la
aparicion del color de las bayas, debido a la aparicién y acumulacién de antocianinas en la
cascara de las uvas tintas. Las bayas se ablandan y duplican su tamafio como consecuencia
de la expansién celular que ocurre en sus tejidos (Coombe et al. 1992). En esta fase, se
continban acumulando los azucares en la pulpa a medida que disminuye la concentracion de
los &cidos orgénicos (Malacarne et al., 2024). Durante esta fase, finaliza la biosintesis de
carotenoides en la piel de la baya y se induce su degradacion, formando una gran parte de
las moléculas arométicas, principalmente, norisoprenoides de trece carbonos (Smit et al.
2019, Schwab & Wist, 2015, Meng et al. 2020, Wang y Luca et al. 2005, Razungles et al.
1998, Mendes-Pinto et al. 2005).
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Figura 1. Esquema que representa las fases del desarrollo de las bayas de Vitis vinifera (Adaptado de
Coombe et al. 1992).

2.2. Compuestos aromaticos en Tannat y su biosintesis

Los compuestos volatiles en el vino presentan diversas estructuras quimicas (terpenos,
compuestos fendlicos, ésteres etilicos, lactonas, alcoholes, norisoprenoides, entre otros) y
origenes, ya que se pueden generar durante las distintas etapas de proceso de vinificacion
(varietal, prefermentativo, fermentativo, crianza) (Farifia et al. 2008).

Dentro de los componentes responsables del aroma de un vino, hay una fraccién que se
denomina “caracter varietal” formada por aquellos compuestos que provienen de la uva
(terpenos, norisoprenoides, etc.) (Lashbrooke et al. 2013). Los Cis-norisoprenoides son parte
de esta fraccion y se consideran compuestos aromaticos esenciales de las uvas, se
caracterizan por sus aromas agradables frutales y florales y por poseer bajos umbrales
olfativos (GOmez-plaza et al. 2012). La formacién de los Cis-norisoprenoides presentes en los
vinos se da principalmente en la uva a través de la ruptura de carotenoides. Una vez
generados los norisoprenoides pueden glicosidarse y acumularse de esta forma en la uva o
permanecer en estado libre.

Dentro de este “caracter varietal” del vino hay presente un reservorio de moléculas; los

precursores aromaticos (carotenoides, precursores glicosilados, cisteinicos); los cuales no
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presentan aroma, provienen de la uva, pero bajo ciertas circunstancias pueden sufrir hidrélisis
u otro proceso de rearreglo molecular liberando una molécula voléatil y con impacto aromético
(Lopez et al. 2013). En el caso de los compuestos glicosilados (los cuales comprenden
terpenos, sesquiterpenos, compuestos fendlicos y norisoprenoides, entre otros),
principalmente durante la crianza este reservorio serd un suministro de moléculas volatiles
sensorialmente activas que ir4 enriqueciendo y cambiando el perfil del vino con un impacto

fundamental en la evolucién aromatica durante la crianza y su tiempo de vida.

2.2.1. Carotenoides: Precursores aromaticos

Los carotenoides, que engloban tanto a los carotenos (hidrocarbonados) como a las xantofilas
(con oxigeno en su estructura), son derivados tetraterpénicos (40 carbonos), solubles en
solventes organicos y poseen un color anaranjado con una absorcién maxima a 530 nm. Se
encuentran ubicados en las células vegetales dentro de organelos especializados, como los
cloroplastos y cromoplastos, en los primeros acompafian a las clorofilas. Estas moléculas
desempefian una doble funcién en las plantas: actian como pigmentos accesorios en la
absorcion de energia luminica y como disipadores de energia excedente en forma de calor,
previniendo dafos significativos.

Aunque su eficiencia como transductores de energia hacia los centros de reaccion es
relativamente baja (30 % - 40 %), los carotenoides son altamente efectivos en disipar el
exceso de energia absorbida por la clorofila.

Entre los carotenos mas importantes se encuentra el B-caroteno, mientras que la luteina es
la principal xantofila, siendo la suma de ambos el 80-85% de la fraccion total. Acompafando
a luteina y B-caroteno en mucho menor proporcién se encuentra en la uva violaxantina,
anteraxantina y zeaxantina, estas ultimas desempefian un papel crucial en la disipacion de
energia excedente mediante el denominado ciclo de las xantofilas donde la zeaxantina, recibe
directamente la energia de la clorofila excitada y la disipa en forma de calor, sin emitir
radiacion. Este proceso se revierte cuando la luz disminuye, cerrando asi el ciclo. La
importancia de este ciclo de xantofilas radica en su capacidad para disipar de manera segura

el exceso de energia luminica (Matei et al. 2011).

En las plantas vasculares, la funcion principal de los carotenoides no reside Gnicamente en
actuar como pigmentos accesorios, sino en la disipacion del exceso de energia y en la
detoxificacion de las formas reactivas de oxigeno generadas durante la fotosintesis
protegiendo de este modo el aparato fotosintético. En presencia de un exceso de luz, el
oxigeno se vuelve toxico, reacciona con la clorofila excitada, formando un singlete de oxigeno,

altamente reactivo y puede oxidar las clorofilas (blanqueamiento) y otros compuestos. Los
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carotenoides disipan este radical perdxido y la clorofila excitada, adquiriendo un estado
triplete que a su vez disipa calor al medio (Demmig-Adams et al. 1992).

Ademés de las funciones antes mencionadas relacionadas a la captacion de la luz y
disipacion de energia, los carotenoides sirven como provision de sustratos para la formacion
de diversos compuestos, como moléculas promotoras del crecimiento como la hormona del
acido abscisico (ABA) y compuestos aromaticos como se muestra en la Figura 2 (Taiz et al.
2003, Rodriguez-Bustamante et al. 2007).

El contenido de carotenoides en las plantas esta relacionado a los procesos metabdlicos de
las células vegetales, que son dependientes de factores climaticos, practicas agricolas y las

variedades de las plantas (Opazo, 2018).
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Figura 2. Productos del clivaje de carotenoides. Adaptado de Rodriguez-Bustamante et al. 2007.
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2.2.2 Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas

La biosintesis de los carotenoides (Figura 3) se inicia a partir de la condensacion de cuatro
unidades de isopreno (IPP) de cinco carbonos cada una, generando geranil geranil-
pirofosfato (GGPP) de veinte carbonos. Posteriormente a través de la union de dos moléculas
de GGPP catalizado por la fitoeno sintasa (PSY, EC:2.5.1.32) se forma el primer carotenoide
de cuarenta carbonos denominado fitoeno.

Los dobles enlaces conjugados son agregados subsecuentemente por el conjunto de
enzimas fitoeno desaturasa (PDS, EC:1.3.5.5) y zeta caroteno isomerasa (Z-ISO,
EC:5.2.1.12) y por otra parte ¢-caroteno desaturasa (ZDS, EC:1.3.5.6). Estas reacciones de
desaturacion forman a los intermediarios fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno y licopeno, que
contienen cinco, siete, nueve y once dobles enlaces conjugados, respectivamente. A partir
del incremento del nimero de dobles enlaces conjugados, se desplaza la absorcion hacia
longitudes de onda mayores, dando como resultado fitoenos y fluoenos menos coloreados, (-
caroteno amarillo palido, neurosporeno anaranjado—amarillento y licopeno rojo. Durante los
pasos de desaturacion, todas las formas cis-licopeno, productos de ZDS, se transforman en
trans-licopeno mediante la accion de la enzima carotenoide isomerasa (CRTISO,
EC:5.2.1.13).

La ciclizacién del licopeno se cataliza por la licopeno B-ciclasa (LCYB, EC:5.5.1.19) y licopeno
e-ciclasa (LECY, EC:5.5.1.18). Se obtienen por un lado a-caroteno y por el otro 3-caroteno,
los cuales son modificados sufriendo hidroxilacion y epoxidacion donde se obtiene una gran
variedad de estructuras. Los derivados oxigenados del caroteno son conocidos como
xantofilas. Las hidroxilaciones de los anillos del a-caroteno son catalizadas por las enzimas
B-caroteno hidroxilasa (BCH, EC:1.14.15.24), e-caroteno hidroxilasa (LUT1, EC:1.14.14.158)
y B-caroteno 3-hidroxilasa LUT5 (EC:1.14.-.-). La enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP,
EC:1.14.15.21), cataliza la epoxidacién de las posiciones C5,6 y C56" de anillo $ de la
zeaxantina que pasa a anteraxantina (con un anillo epoxidado) y posteriormente a
violaxantina (con los dos anillos epoxidados). Esta interconvercion se conoce como el ciclo
de las xantofilas y representa una maquinaria critica para proteger a las plantas en
condiciones de alta intensidad luminosa (Sun et al., 2022). La violaxantina es convertida a
neoxantina por la enzima neoxatina sintasa (NSY, EC:5.3.99.9) que hidroliza el epéxido de
uno de los anillos B. Tanto la como 9-cis-violaxantina y 9-cis-neoxantina pueden ser clivadas
a xantoxina por 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED, EC:1.13.11.51), y luego
convertidas en la hormona Acido Abscisico (ABA) a través de un intermediario aldehido
(Tanaka et al. 2008).
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Figura 3 - Ruta de biosintesis de carotenoides. Solo se muestran las conFiguraciones trans. IPI, isopentenil
pirofosfato isomerasa; GGPS, geranilgeranil difosfato sintasa; PSY, fitoeno sintasa; PDS, fitoeno desaturasa;
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licopeno B-ciclasa; LECY, licopena ¢-ciclasa; BCH, e-caroteno hidroxilasa; LUT1, B-caroteno 3-hidroxilasa;
LUTS5, B-anillo hidroxilasa; ZEP, zeaxantina epoxidasa; VDE, violaxantina de-epoxidasa; NSY, neoxantina
sintasa; NCED, 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (Adaptado de Tanaka et al. 2008).

2.2.3. Norisoprenoides

La formacion de Ciz norisoprenoides resulta del clivaje en la posicién del carbono 9-10 de los
carotenoides (Rodriguez-Bustamante et al. 2007). Los cuales, al encontrarse de forma libre,
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tienen la particularidad de ser arométicos teniendo umbrales de percepcion muy bajos
comparados con otros compuestos (Farifia et al. 2010, Farifia et al. 2015).

Particularmente, la ruptura de a- y B-caroteno en la posicion 9-10 genera como producto final
a- y B-ionona respectivamente. Por otra parte, el producto de degradacion de la neoxantina
en la misma posicion conlleva a la formacion de la grasshopper cetona, y mediante una serie
de reacciones sucesivas se genera la B-damascenona (Rodriguez-Bustamante et al. 2007).
En un estudio publicado por Yuan y colaboradores (2008) donde investigaron la correlaciéon
entre la cinética de sintesis y degradacion de carotenoides y Cis-norisoprenoides en uvas
Pinot noir, muestran que a-ionona y B-ionona poseen una correlacion positiva con los
carotenoides excepto con neocromo b y violaxantina. A su vez, el norisoprenoide vitispirano
mostrd una correlacién positiva con neoxantina. Se encontr6 también que a-iononay B-ionona
estan positivamente correlacionados, siendo igual el caso de 1,1,6-trimetil dihidronaftaleno
(TDN) y vitispirano. Esto podria sugerir que a-ionona comparte la misma via metabdlica que

B-ionona al igual que TDN con vitispirano (Yuan et al. 2008).

El clivaje de carotenoides ocurre mediante dos tipos de factores; quimicos y enzimaticos.
Dentro de las reacciones de degradacion quimica, se encuentran la degradacion térmica,
fotodegradacion y auto oxidacion. Mientras que las reacciones enzimaticas comprenden a
varias enzimas, como las oxigenasas de escision de carotenoides (CCO) también conocida
como dioxigenasas de escision de carotenoides (CCD), lipoxigenasas (LOX), xantina oxidasa,
fenol oxidasas y peroxidasas. A partir de las reacciones previamente nombradas se obtienen
como resultado productos de escision (Guedes de Pinho et al. 2013). Los mismos pueden
pasar a ser parte de una amplia diversidad de metabolitos que a través de reacciones de
glicosilacion enzimatica se almacenan como glicoconjugados. Estos compuestos
glicoconjugados pueden liberar su aglicona volatil durante la fermentacién a través procesos
enzimaticos o procesos de hidrélisis acida durante la crianza (Sefton et al. 1989,
Skouroumounis et al. 1992, Freitas et al.1999, Janusz et al. 2003).

2.2.4 El rol de las CCD en biosintesis de norisoprenoides

Las dioxigenasas de escision de carotenoides (CCD) son una familia de enzimas que
catalizan la ruptura oxidativa de carotenoides. En Arabidopsis se encuentran hueve miembros
en la familia de genes que codifican para las CCD. En esta familia de enzimas se incluyen
cinco 9-cis-epoxy-dioxygenasas (NCEDs) y cuatro clases de CCD. Las enzimas NCEDs
catalizan los primeros pasos de degradacion de carotenoides que conllevan a la biosintesis
del ABA, mientras que la familia CCD que incluye las proteinas CCD1, CCD4, CCD7 y CCDS8
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clivan los carotenoides en posiciones especificas generando una variedad de sustratos. Las
CCD7 y CCD8 estan involucradas en la formacioén de hormonas inhibidoras de la ramificacion
de brotes y estrigolactona mediante un clivaje secuencial de carotenoides. Por otro lado, el
clivaje catalizado en los dobles enlaces por CCD1 y CCD4 da como resultado la biosintesis
de componentes volatiles (Lashbrooke et al. 2013; Dockrall, 2012).

Se ha demostrado en Vv la actividad catalitica de VvCCDL1 para clivar los dobles enlaces de
las posiciones 9,10(9’,10’) de zeaxantina, luteina, licopeno y (-caroteno y obtener como
productos B-ionona y -damascenona (Dockrall, 2012). La expresién del gen VvCCD1 se ve
aumentada en envero, encontrandose un periodo de retraso de 1 a 2 semanas entre la
expresion del transcripto y el incremento de norisoprenoides Cis glicosilados (Yuan et al.
2016). El gen CCD4 se encuentra en dos isoformas, VvCCD4a y VvCCD4b. Estas enzimas
son mas sustrato-especificas que VVCCD1l y catalizan principalmente el clivaje de

carotenoides ciclicos no polares como por ejemplo B-caroteno (Lashbrooke et al. 2013).

2.3. Metodologias para el estudio de compuestos aromaticos, sus

precursores y biosintesis

2.3.1. Metodologias quimicas de caracterizacién de compuestos aroméaticos

libres y glicosilados

Los compuestos aromaticos en las bayas de Vv pueden encontrarse de forma libre o
glicosilados. Una metodologia que permite la extraccion de estos compuestos es la extraccion
en fase soélida (SPE) utilizando cartuchos ENV+ de Isolute (IST Ltd., Mid Glamorgan, Reino
Unido). Estos cartuchos se encuentran empaquetados con 1 gramo de un polimero de
estireno-divinilbenceno (40-140 um, cod. No. 915-0100-C) donde los compuestos aromaticos
libres y glicosilados son retenidos. En una primera instancia los compuestos libres retenidos
en el cartucho se eluyen con diclorometano y posteriormente los compuestos glicosilados son
eluidos del cartucho con metanol. La fraccion glicosidada o ligada posteriormente es sometida
a una hidrélisis enzimatica con Cytolasa PCL5 (Gist-brocades, Lille Ce'dex, Francia) para
obtener la agliconas correspondientes. Previo a la inyeccion en el GC-MS las agliconas que
se obtuvieron de la fraccion ligada se secan con sulfato de sodio y se concentran con
nitrégeno (Boido et al. 2003).

Para los compuestos aromaticos libres, existen otras metodologias rapidas y libres de
solventes como la microextraccion en fase sélida (SPME). Esta técnica se basa en la

absorcion de los compuestos volatiles de la muestra en una fibra compuesta de silice y
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recubierta con un sorbente. Los compuestos retenidos en la fibra luego son eluidos de esta
mediante el uso de temperatura o solventes para ser analizados por GC (Perestrelo et al.
2011).

2.3.2. Metodologias quimicas de caracterizacion de carotenoides

El andlisis de carotenoides tiene como complejidad la diversidad de estructuras que estas
moléculas pueden presentar, con el agregado de que ademas existen en isoformas cis y
trans. También, su estructura de dobles enlaces conjugados hace delicada su trabajo y
manipulacién debido a su inestabilidad frente a la luz, calor, oxigeno y acidos. Estas
caracteristicas hacen necesario el uso de antioxidantes como 3-tert-butil-4-hidroxiaanisol
(BHA) y la proteccion contra la luz directa (Crupi et al. 2010).

La extraccion de carotenoides en bayas de vid es posible mediante extraccion liquido-liquido
(Farifia et al. 2010) con solventes organicos apréticos y de baja polaridad como acetona o
dietil éter/hexano 1:1.

A través de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es posible la separacion y
posterior identificacion y cuantificacién de estas moléculas. Las columnas Czo de fase reversa
permiten una separacion acorde, siendo esta capaz de resolver isbmeros estructurales y
geomeétricos, junto con la utilizacion de detectores de arreglo de diodos (DAD) y MS, para la
identificacion y cuantificacion (Crupi et al. 2010).

2.3.3. Técnicas para determinar la expresién de genes que codifican para las

enzimas involucradas en estas vias metabdlicas

Posteriormente al dogma central formulado por Francis Crick en 1958 donde determina que
la informacién genética es transcripta de ADN o ARN y luego traducida a proteina, Jacob y
Monod en 1961 propusieron el modelo en el cual el gen que codifica a una proteina es
transcripto en un intermediario de vida corta asociado al ribosoma. A este intermediario se lo
llam6 ARN mensajero (ARNm), y desde entonces se fueron descubriendo otros mecanismos
clave como el splicing de los genes y la capacidad catalitica del ARN en los ribosomas.
También se identificaron muchas otras formas de ARN que no codifican proteinas, como el
ARN de transferencia (ARNt), los ARN pequefios nucleares (snoRNAs), los ARN guia
(gRNAS) y los microARN (miRNA), entre otros. Siendo estos hallazgos, incentivo para el
desarrollo de diversas técnicas que permitieran estudiar la arquitectura y regulacion de los
ARNSs (Dong y Chen 2013).
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Hoy en dia existen varias metodologias para estudiar los genes que se transcriben en un
tejido y un momento dado de un organismo. Los andlisis de microarrays, basados en la
hibridacion del ARN, son sensibles y precisos, pero limitados por la hibridacién de fondo, el
rendimiento de las diferentes sondas, y a los genes que estén caracterizados en las sondas
presentes en el chip; lo cual limita el andlisis a genes previamente caracterizados. Por otra
parte, el PCR cuantitativo en tiempo real con transcripcion reversa (RT-gPCR) es una técnica
muy utilizada debido a su practicidad, sensibilidad, especificidad, rapidez y capacidad
cuantitativa (Harshitha y Arunraj 2021, Wagner 2013, Bong et al. 2024), pero es una técnica
costosa y no puede utilizarse para un estudio de la expresién genética de todo el genoma
(Mutz et al. 2013).

Actualmente la secuenciacibn de ARN (RNA-Seq) a través de las tecnhologias de
secuenciacién de nueva generacion (NGS) es una metodologia rapida, barata y mas completa
para el estudio del transcriptoma. Esta tecnologia se basa en crear una libreria de fragmentos
de DNA copia (cDNA) a partir de una poblacion de ARN total o fraccionado por sus extremos
poly (A). Estos fragmentos son adicionados de adaptadores y secuenciados de manera de
obtener lecturas de secuencias cortas de entre 30 y 400 pares de bases. Estas lecturas
(reads) resultantes son alineadas contra un genoma de referencia o ensambladas de novo
para producir un mapa transcriptomico del genoma que permite estudiar la estructura
transcripcional y/o el nivel de expresion de cada gen (Wang et al. 2009, Li et al. 2006,
Mortazavi et al. 2008, Cloonan et al. 2008, Lister et al. 2008, Nagalakshmi et al. 2008, Sultan
et al. 2008, Wilhelm et al. 2008).

En el caso del estudio de los genes involucrados en la biosintesis de componentes aromaticos
y sus precursores en la uva Tannat, el abordaje de RNA-seq permite determinar los patrones
de expresion de estos genes durante distintas etapas del desarrollo de la baya, y, mediante
un andlisis de expresion diferencial, es posible identificar las diferencias de expresion entre
diferentes clones de esta variedad, permitiendo asi diferenciar su potencial aromatico.
Gracias a la existencia del genoma de Tannat secuenciado (Da Silva et al. 2013), se puede
realizar un abordaje conjunto desde las técnicas de RNA-seq, HPLC-DAD y GC-MS para el

estudio de la sintesis de precursores aromaticos en las uvas Tannat.
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3. Hipodtesis

Las diferencias en los componentes aromaticos glicosilados y en los patrones de expresion
génica entre dos clones comerciales de Vitis vinifera cv. Tannat con distinto potencial
aromatico se deben a variaciones en la expresion de genes asociados a las rutas biosintéticas
de estos compuestos.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Explorar los mecanismos moleculares y metabdlicos que regulan la sintesis de
norisoprenoides en Vitis vinifera cv. Tannat mediante un enfoque integrador de analisis
transcriptomicos y metabolémicos en clones contrastantes, con el objetivo de identificar genes
clave, etapas criticas del desarrollo de la baya y relaciones entre la expresion génica y la

acumulacion de precursores y compuestos volatiles.

4.2 Objetivos especificos

1. Realizar una comparacién del contenido de norisoprenoides glicosilados entre los 8
clones comerciales de Vv cv. Tannat para determinar dos contrastantes por su mayor
y menor cantidad.

2. ldentificar en el genoma de Tannat los genes relacionados a la sintesis de
norisoprenoides y sus precursores.

3. ldentificar los periodos clave en la sintesis de norisoprenoides y expresion de genes
relacionados en el desarrollo de la uva para determinar en cuales realizar los
muestreos de esta investigacion.

4. ldentificar y cuantificar en las muestras los norisoprenoides libres y glicosilados y sus
precursores (carotenoides) por GC-MS y HPLC-DAD.

5. Obtener ARN de calidad para secuenciar los transcriptomas de las muestras mediante
abordaje RNA-Seq.

6. Explorar la relacién entre la expresion génica y la acumulacion de norisoprenoides
glicosilados, libres y sus precursores en el transcurso del desarrollo de la baya y entre

clones.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Seleccién de clones contrastantes en contenido de precursores

aromaticos

Para la seleccion de clones contrastantes en potencial aromatico, se analizaron los datos
obtenidos en una investigacion previa utilizando las mismas técnicas analiticas que las
desarrolladas en esta tesis (Nieto et al. 2023) donde se identificaron y cuantificaron los
norisoprenoides glicosilados de las bayas de los 8 clones comerciales de Tannat introducidos
a Uruguay (475, 717, 474, 794, 399, 472, 944, 378), en los periodos de vendimia 2016, 2017
y 2018 situados en el vifiedo experimental del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA, las Brujas). Estos datos fueron procesados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) y ordenados a través del test de Fischer con el Software Statistics (Zaiontz
et al., 2019).

5.2. Identificacibn de genes asociados a la via de sintesis de

norisoprenoides y sus precursores

Para identificar los genes asociados a la via de sintesis de norisoprenoides se partié de la
anotacion funcional del genoma de Tannat (Da Silva et al. 2013) donde se seleccionaron los
genes involucrados en la biosintesis de carotenoides (como precursores de norisoprenoides)
y en norisoprenoides. La correcta anotacion funcional de esos genes se verifico con la
herramienta bioinformatica BLAST (Boratyn et al. 2013) con el genoma de referencia de Vv
cv. Pinot noir en la base de datos de ENSEMBL Plants (Dyer et al. 2025).

Adicionalmente se tomaron las secuencias de genes asociados a estas vias metabdlicas de
Vv en la base de datos de Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (Kanehisa et al. 2000)
y del trabajo de Lin y colaboradores (2019). Se tomaron estas secuencias para realizar
busquedas de secuencias homologas en el genoma de Tannat mediante la herramienta
bioinformatica BLAST (Boratyn et al. 2013) para determinar si estaban presentes y si su

anotacion estaba actualizada.
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5.3. Determinacién de estadios clave en el desarrollo de la baya para el
estudio de la expresion de genes relacionados a la biosintesis de

norisoprenoides

Para establecer los periodos en el desarrollo de la baya en los cuales los genes relacionados
a la biosintesis de norisoprenoides presentan cambios en su expresion, se analizaron los
transcriptomas por RNA-Seq de la piel de las uvas del clon de Tannat 717 secuenciados en
un trabajo previo (Da Silva et al. 2013, Da Silva 2016). Estos transcriptomas fueron
secuenciados de bayas en los estadios: 1 semana después de floracion (sdf), 5 sdf, 7 sdf, 10
sdf, durante envero analizando por separado bayas verdes y coloreadas, y a 15 sdf, en

madurez enoldgica.

Estas muestras de ARN total fueron secuenciadas por triplicado por medio de la metodologia
de RNA-Seq con la tecnologia Illlumina en un secuenciador HiSeq 1000, en colaboracion con
la Universidad de Verona. Para esto se utilizé una libreria paired end enriquecida en mRNA
con insertos de 300 pb (segun Da Silva et al. 2013). La calidad de los reads resultantes de la
secuenciacion se evalué con el programa FastQC (Andrews n.d.) y su limpieza con
Trimmomatic (Bolger et al. 2014), con pardmetros por defecto. Posteriormente se realiz6 el
mapeo de los reads contra el genoma de Tannat (Da Silva et al. 2013) con TopHat v2.0.4
(Trapnell et al. 2009) utilizando los parametros por defecto. Los reads mapeados fueron
contabilizados con HTSeq 0.6.1 usando el modelo “intersection-nonempty” (Anders et al.
2015).

Finalmente, los niveles de expresion a lo largo de la maduracién de la baya, centrandonos en
los genes involucrados en la biosintesis de carotenoides y norisoprenoides, fueron calculados
usando el paquete de R DESeq2 (Love et al. 2014). Se consideraron genes con expresion
diferencial (DEG) aquellos con valor de p-valor ajustado < 0.01. Para visualizar los resultados
se crearon mapas de calor (heatmaps) utilizando el paquete de R pheatmap v 1.0.10 (Kolde
et al. 2008)
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5.4. Muestreo

Durante la vendimia 2019-2020 se realizaron 4 muestreos de los clones 717 y 474 en el
vifiedo de INIA-Las Brujas. El primero se realiz6 el 20/12/19 a 5 sdf (muestreo “G”), el segundo
y tercero el 17/01/20 cuando las bayas se encontraban en envero, tomando por una parte un
muestreo de bayas verdes (muestreo “EV”) y por otra las bayas rojas (muestreo “ER”). El
cuarto muestreo se llevd a cabo el 04/03/20, periodo en el cual las bayas se encontraban en

madurez enoldgica (muestreo “M”).

El muestreo de las bayas se realizé por triplicado para cada clon. Las mismas se tomaron al
azar de distintas areas del racimo en la extension de la parcela del clon correspondiente. Se
utilizaron tijeras para evitar dafiar las uvas. No se colect6 de las plantas de los extremos de
las parcelas para eliminar el riesgo de contaminacion de las muestras con uvas de clones

diferentes.

En la Figura 4 se detalla la distribucion de los clones en el vifiedo. Para el clon 717 la muestra
1 corresponde a las bayas colectadas de las parcelas 2 y 9, la muestra 2; de las parcelas 23
y 28 y para la muestra 3; de las parcelas 33 y 43. Por otra parte, para el clon 474, la muestra
1 corresponde a las parcelas 4 y 16, muestra 2; a las parcelas 19 y 26, y para la muestra 3;
a las parcelas 36 y 47. Las bayas se tomaron al azar de distintas areas del racimo en la
extension de la parcela del clon correspondiente. No se colecté de las plantas de los extremos

de las parcelas.

Una parte de las muestras fue llevada a Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) donde se tomaron entre 20 y 25 bayas
y se les extrajeron la piel, las cuales fueron rapidamente congeladas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80 °C para su posterior extraccion de ARN total. El resto de las bayas se
transportaron al Laboratorio de Biotecnologia de Aromas del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Quimica, UdelaR, donde fueron almacenadas a -

20 °C para su posterior analisis de norisoprenoides y carotenoides.
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Figura 4. Esquema representando la distribucion de los 8 clones franceses de Tannat plantados en la
estacion experimental INIA Las Brujas. Se muestra la distribucion de los 8 clones franceses de Tannat
plantados en la estacion experimental del INIA las brujas. Los clones fueron plantados en bloques al azar con
8 repeticiones de parcelas. Las parcelas se encuentran numeradas del 1 al 64. Cada parcela-de las puntas de
filan posen 14 plantas, mientras que las del medio contienen 13. Se detalla como fueron tomadas las réplicas
para los clones 717 (parcela en verde) y 474 (parcelas en marrén) en cada muestreo.

5.5. Analisis fisicoquimico de bayas

Para las muestras del primer, segundo y tercer muestreo, se determind la masa de bayas
promedio, azucares reductores, pH y acidez total utilizando balanza, refractémetro, pH-metro
y valoracion con NaOH respectivamente. Debido a la elevada acidez de las bayas del primer

muestreo, el ensayo para la determinacion de acidez total no pudo llevarse a cabo. Para las
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muestras del cuarto muestreo, la medicion de los parametros fisicoquimicos; alfa-
aminoécidos, acido malico, acido tartarico, pH, acidez total, sélidos solubles totales (TSS),
acidez volatil (VA) y densidad fue realizado utilizando espectroscopia del infrarrojo cercano
(NIR).

5.6. Extraccion, identificacién y cuantificacion de carotenoides por HPLC-
DAD

Se realizé la extraccion de carotenoides de las muestras mediante extraccion liquido-liquido
y cuantificacion e identificacion por HPLC-DAD siguiendo las condiciones descritas por Crupi,
et al. 2010.

Para la extraccion, 50 gramos de bayas fueron adicionados de 25 uL de BHA y congeladas
en nitrogeno liquido. Inmediatamente fueron molidas con un mortero hasta obtener un polvo
fino al cual se le adiciona 200 pL de solucion de estandar interno (8-apo-B- carotenal) y 40
mL de agua. La extraccion se llevé a cabo con 40 mL de hexano/dietil éter (1:1, v/v) agitando
la mezcla por 30 minutos. La capa sobrenadante fue separada y el proceso de extraccion se
repiti6 con 20 mL de la mezcla de solventes. El extracto fue evaporado hasta sequedad
utilizando un rotavapor y suspendido en 2 mL de acetona/hexano (1:1, v/v) y almacenado a -
20°C hasta su analisis. Todas las operaciones fueron realizadas con bafos de hielo y luz UV

reducida para minimizar la isomerizacién y oxidacién de carotenoides.

Para la cuantificacion e identificacion de carotenoides se empleé una columna de fase reversa
C30 (3 mm, 4,6 x 150mm) (Dionex Bonded Silica Products - Thermo scientific). Las

condiciones cromatogréficas se detallan en la Tabla 1.

La cuantificacion se realiz6 mediante una curva de calibracion con B-caroteno.

El analisis de componentes principales (PCA) de composicién de carotenoides se realizaron
el paquete de R prcomp y sus graficos con ggplot2 (Wickham et al, 2016) y ggpubr
(Kassambara et al, 2023).

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y test de Fisher utilizando el software Statistics
(Zaiontz et al., 2019).
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Tabla 1. Condiciones empleadas en la identificacion y cuantificacion de carotenoides mediante HPLC-DAD (Crupi, et al
2010).

Fases Condiciones Temperatura | Flujo Volumen de
maviles inyeccién
A: Agua 40% A, 60% B; 0-5 min, 25°C ImL/min | 20uL

B: Metanol 20% A, 80% B; 5-10 min,
C: MTBE 4% A, 81% B, 15% C; 10-
60 min,

4% A, 11% B, 85% C; 60-
71 min.

5.7. Extraccién, identificacion y cuantificacibn de norisoprenoides

glicosilados y libres por GC-MS

Se replico la metodologia descripta por Farifia et al. (2008) para la extraccién y cuantificacion
de compuestos glicosilados en las bayas de Tannat. Se partié de 100 g de uvas, las cuales
fueron adicionadas de 0,5 g de acido glucénico y 50 uL de solucion de estandar interno nonil-
beta-glucopiranésido y 100 mL de etanol al 10%. La mezcla fue desintegrada y
homogeneizada mecanicamente y se centrifugd a 4000 rpm y 10°C. Luego se filtré con lana
de vidrio y se repitié el proceso dos veces mas resuspendiendo la mezcla con 100 mL de

etanol al 10% y centrifugando en las mismas condiciones.

Se utilizaron cartuchos de ISOLUTE® ENV+ rellenos con 1g de SDVB para retener los
componentes glicosilados de la muestra procesada. Previo al pasaje de las muestras los
cartuchos se acondicionaron con 20 mL de metanol y posteriormente 20 mL de agua
destilada. A continuacién, se introdujeron las muestras a través de los cartuchos y se
posteriormente se lavaron con 15 mL de agua destilada para remover azucares libres y/o
otros componentes polares.

Los componentes libres se eluyeron mediante el agregado de 20 mL de diclorometano y
posteriormente, con 30 mL de metanol se eluyeron los componentes glicosilados, los cuales
fueron almacenados para posteriormente obtener su forma libre (aglicona) mediante hidrolisis
enziméatica. Todo el proceso de extraccién se realizé utilizando un manifold y manteniendo el
vacio para lograr una velocidad de elucion constante durante toda la extraccion. Previo a la
hidrélisis enzimatica el extracto metandlico obtenido de la extraccidon se rotavapord hasta
sequedad y luego se re-suspendiendo en 12 mL de buffer citrato pH 5 para luego ser incubado

a 45°C durante 16 horas con una enzima beta-glicosidasa PCL-5 (DSM).

-24 -



Finalmente, para extraer los componentes liberados durante la hidrolisis enzimética se
empled la misma metodologia, pero con cartuchos ISOLUTE® ENV+ de menor tamafio (200
mg). Siguiendo el mismo principio de la primera etapa, estos se activaron con 9 mL de metanol
seguido de 9 mL de agua destilada para luego recibir las muestras hidrolizadas. Los
componentes arométicos libres fueron eluidos con 3 mL de diclorometano, se secaron con
sulfato de sodio y posteriormente se concentraron con una corriente de N hasta un volumen

menor a 100 uL_para luego ser almacenados hasta su inyeccién en GC-MS.

Los extractos en el punto anterior se analizaron en un equipo Shimadzu GC 2010 Plus
acoplado a un detector de masa Shimadzu QP 2020. Las condiciones cromatogréficas fueron
detalladas en la Tabla 2. La identificacién de los norisoprenoides se realizé utilizando base
de datos comerciales (Wiley, FFNy propias del laboratorio especificas para compuestos
volatiles en uvas y vinos). La cuantificacion de compuestos volatiles se realizé utilizando

nonanol (a partir de la hidrélisis de nonil glic6sido) como estandar interno.

Los norisoprenoides libres se determinaron mediante microextraccion en fase sélida en
espacio cabeza (HS-SPME) segun la metodologia reportada por Garde-Cerdan et al., (2018).
Se mixearon 50 gramos de uva de los cuales se tom6 12 gramos en un vial de head space
gue contenia 2g de NaCl. Para la extraccion se utiliz6 una fibra de SPME de fase
DVB/Carbon-WR/PDMS de 50/30 um de grosor y 10 mm de longitud (Restek). Las muestras
se acondicionaron durante 15 min a una temperatura controlada de 60 °C con agitacion
constante (250 rpm). A continuacién, se llevd a cabo la extraccion durante 105 min
manteniendo la agitacion constante y la temperatura utilizada durante el acondicionamiento.
Una vez concluido el proceso de extraccion, la fiora de SPME que contenia los volatiles de
las muestras se introdujo en el puerto de inyeccién. Todo el procedimiento se realiz6 en forma
automatizada a través de un auto-inyector AOAC 6000 (Shimadzu). El cromatégrafo de gases
acoplado a masa utilizado para el andlisis de los voléatiles fue el mismo que el mencionado
para el analisis de componentes glicosilados asi como también el programa de temperatura
y las condiciones del GC-MS. La Unica variacion con el método antes mencionado fue que se
utilizé el modo splitless durante la inyeccion de la muestra y se dejo abierta la valvula de Split

durante 2 minutos. La cuantificacion se realiz6 con un estandar interno de 2-octanol.

Tabla 2. Condiciones cromatogréaficas de GC-MS para separacion de norisoprenoides (Farifia et al, 2008).

Columna Programa Temperatura | Volumen Gas Flujo | Fuente | Interfase
del inyector | inyectado carrier

Carbowax | 40 °C (8 min), 3 240 °C 1.0 uL Hidroégeno | 1,3 200°C | 240°C

20M (30.0 | °C/min hasta 180 mL/min

m x 0.25 | °C, 5 °C/min hasta

mm)
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220 °C (20 min), 20
°C/min hasta 235 °C
(15 min)

El analisis de componentes principales (PCA) de composicibn de norisoprenoides se
realizaron el paquete de R prcomp y sus gréficos con ggplot2 (Wickham et al, 2016) y ggpubr
(Kassambara et al, 2023).

5.8. Extraccién de ARN total y preparacidn para secuenciacion

Se realiz6 la extraccion de ARN total para las pieles de bayas utilizando el kit Spectrum Plant
Total RNA (Sigma Aldrich) adaptado con Plant RNA Isolation Aid (Thermo Fisher Scientific).
La extraccion se realizé siguiendo las especificaciones del proveedor con excepcién de un
paso extra al momento de eluir el ARN, donde se efectu6 un segundo paso de elusion
adicional para evaluar si se mantenian restos retenidos de esta molécula en las columnas del
kit.

Para lograr obtener las cantidades y calidades de ARN total necesarias para su
secuenciacion, se llevaron a cabo mas de tres extracciones por muestra, las cuales fueron

combinadas para obtener tres réplicas de los clones en cada estadio.

A partir de las extracciones, se cuantifico el ARN y determiné la pureza a través de las
relaciones de absorbancia A260/A280 (RNA ratio) y A260/A230 con un espectrofotémetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Un valor de RNA ratio de 1,8 a 2,1 indica un ARN
altamente purificado. Por otra parte, un valor entre 2,0 y 2,2 a una relacién de absorbancias

260/230 indica un ARN limpio de compuestos organicos como carbohidratos o fenoles.

Cbémo siguiente paso, utilizando un Bioanalyzer 2100 (Agilent) con RNA 6000 Nano Kit |
(Agilent) se determiné la integridad del ARN, a través del RIN (RNA integrity number). Para
asegurarse que se cumplan las especificaciones de la empresa de secuenciacion; Macrogen
Inc: Concentracion mayor a 20 ng/uL; volumen mayor a 50 uL; cantidad total de ARN mayor

a 1,0 ug; y un RIN mayor a 7,0.

Adicionalmente, se decidio evaluar la integridad de las extracciones a traves de electroforesis

en gel de agarosa al 1% e hipoclorito al 4,2% (Aranda et al. 2012) (Anexo 3). En esta técnica
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el uso de hipoclorito destruye las ARNasas evitando asi la degradacién del ARN de las

muestras.

5.9. Procesamiento de resultados de secuenciacion

La secuenciacion se llevo a cabo mediante tecnologia lllumina en un secuenciador NovaSeq

6000, en Macrogen Inc. Se utilizé una libreria paired end de 150 pb enriquecida en mRNA.

La calidad de los reads resultantes de la secuenciacién se evalu6 con el programa FastQC
(Andrews n.d., Galaxy version 0.74) y su limpieza con Trimmomatic (Bolger et al. 2014,
Galaxy Version 0.39) con parametros por defecto. Posteriormente se realiz6 el mapeo de los
reads contra el genoma de Tannat (Da Silva et al. 2013) con RNA Star (Galaxy Version
2.7.11a) utilizando los parametros por defecto. Los reads mapeados fueron contabilizados
con HTSeq (Galaxy Version 2.0.5) usando el modelo “intersection-nonempty” (Anders et al.
2015).

Finalmente, los andlisis de expresion diferencial fueron realizados con el paquete de R
DESeq2 (Love et al. 2014). Se consideraron genes con expresion diferencial (DEG) aquellos
con valor de p valor ajustado < 0.01. La expresién diferencial de estos genes fue evaluada
para cada clon entre sus diferentes EdD y a su vez, comparando entre clones. Los analisis
fueron focalizados en los genes involucrados en la biosintesis de carotenoides y
norisoprenoides. Para visualizar los resultados se crearon heatmaps utilizando el paguete de
R pheatmap v 1.0.10 (Kolde et al. 2008).

El andlisis de componentes principales (PCA) para datos transcriptomicos se realizd
basdndose en matrices de conteo transformadas mediante regularized log transformation
(RLD) utilizando el paquete DESeq2 (Love et al, 2014).

5.10. Integracién de resultados transcriptémicos y metabolémicos

Se analizé la relacion entre el contenido de carotenoides y norisoprenoides, con la expresion
de los genes diferenciales (DEGs) involucrados en la biosintesis de estos compuestos, con
el objetivo de identificar posibles patrones entre la expresion génica y la concentracion de los
compuestos. Se utilizé la normalizacion LFC para todas las comparaciones, y correlacion

lineal con el coeficiente de Pearson.
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Los célculos del coeficiente de Pearson se realizaron utilizando el paguete de R cor.test (Yu,
et al. 2019) y se representaron graficamente en heatmaps utilizando ggplot2 (Wickham et al.
2016) y ggpubr (Kassambara et al, 2023). Se consideraron correlaciones positivas
significativas a los valores de coeficiente r > 0.80 y, significativos negativos r < 0.80.

6. Resultados y Discusion
6.1. Seleccién de clones contrastantes en contenido aromatico

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones de norisoprenoides glicosilados totales
cuantificados y normalizados por la carga del cultivo durante las vendimias del 2016, 2017 y
2018.

Si se observa el contenido de norisoprenoides glicosilados afio a afio durante el periodo
estudiado, hubo diferencias significativas entre los clones 474 y 717 los afios 2016, 2017 y
2018 (Nieto et al, 2023). El analisis mediante el test de Fischer para los norisoprenoides
totales a lo largo de tres vendimias consecutivas reveld que los clones 717, 399 y 475 fueron
los que presentaron mayor acumulacién de estas moléculas, mientras que el clon 474 mostré
el menor contenido (Figura 5). A partir de estos resultados, se seleccion6 al clon 474 como
contraste por su bajo contenido de norisoprenoides glicosilados, en comparacion con el clon
717, uno de los que presentdé mayores niveles. La eleccion del clon 717 se fundamenté
ademas en que ha sido reportado como uno de los mas productivos por Disegna et al. (2017),
y en que se dispone de datos transcriptomicos previos para este clon (Da Silva et al., 2013),

lo que permite comparar resultados y continuar la linea de investigacion.

Tabla 3. Concentracion promedio de norisoprenoides y su desviacion media (D.M)
para cada Clon en las vendimias de 2016, 2017 y 2018.
Norisoprenoides (ug/planta)
Clon 2016 2017 2018
Promedio D.M Promedio D.M Promedio D.M
C475 3996,81 236,98 12279,95 1915,54| 20752,50 18034,80
cr17 13341,83 1436,96 18280,85 7284,72| 10491,90 799451
C794 4356,42 572,77 | 12819,92 2163,65| 1711,03 878,97
Ca74 4734,84 715,02| 7387,98 1795,14| 1749,06 508,71
C399 12019,44 3253,56 | 16286,81 7413,17| 5567,26 2115,30
C4a72 1222,30 146,33| 12093,32 2747,46| 2664,57 259,85
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‘ C944 } 4625,73 228,52| 7665,37 3498,28| 5786,04 1929,72

C398 1669,75 172,24| 13539,60 1608,40| 13757,78 1819,34
Vendimias 2016, 2017 y 2018
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Figura 5: Gréfico y resultado del test de Fisher de los promedios de la concentracion de norisoprenoides en
pg/planta para los 8 clones comerciales de Vv cv. Tannat en las vendimias de 2016, 2017 y 2018.

6.2 Identificacibn de genes asociados a la via de sintesis de
norisoprenoides y sus precursores

Se realizo la identificacion de genes asociados a la biosintesis de carotenoides y
norisoprenoides en el genoma de Tannat (Da Silva et al. 2013) a partir de la informacién en
la base de datos Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG, Kanehisa et al. 2000)
por medio de la herramienta bioinformética BLAST (Boratyn et al. 2013). Se determinaron 24
genes, de los cuales 4 estan implicados en la biosintesis de norisoprenoides (dioxigenasas
de escisién de carotenoides, CCD) y los 20 restantes de diversos carotenoides. Todos estos

genes ya estaban identificados como tales en la anotacién funcional del genoma de Tannat.

De las secuencias de genes involucrados en la via de sintesis de norisoprenoides

mencionados en el trabajo de Lin y colaboradores (2019) se encontraron 2 en el genoma de
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Tannat (Da Silva et al. 2013). La anotacién funcional de estos genes no estaba completa en
este Ultimo genoma, por lo que se actualizé utilizando los datos de la publicacion. Estos dos
genes son: VIT_13s0064g00810, VIT_13s0064g00840 que corresponden a dioxigenasas de
escision de carotenoides (CCD).

Adicionalmente, se determinaron 3 genes involucrados en esta sintesis que estaban
previamente identificados como tales en la anotacién funcional de Tannat (Da Silva et al.
2013), pero no en la base de datos KEGG (Kanehisa et al. 2000). La anotacion funcional de
estos genes se corroboro utilizando la herramienta BLAST (Boratyn et al. 2013) contra la base
de datos de ENSEMBL Plants (Dyer et al. 2025). Un gen; VIT_04s00089g03510, corresponde
a una dioxigenasa de escision de carotenoides 9,10(9',10") (CCD1), mientras que los otros 2;
VVV_00195 y VIT_13s0019g01270 a B-caroteno hidroxilasa (BCH) y 15-cis-Fitoeno sintasa

(PSY) respectivamente.

Cémo resultado se encontraron 7 genes codificantes de enzimas identificadas como
involucradas en la biosintesis de norisoprenoides y 22 de carotenoides, sus precursores
(Tabla 4).

Tabla 4. Genes involucrados en la biosintesis de norisoprenoides y sus precursores en Vv. cv. Tannat
Compuesto Nombre Gen ID Funcién Numero EC Referencias
de Gen
Carotenoides BCH VVV_00195 -caroteno 3- EC:1.14.15.24  Da Silva et al. 2013
hidroxilasa
BCH1 VIT_02s0025900240 {3 -caroteno 3- EC:1.14.15.24  Kanehisa et al. 2000,
hidroxilasa Da Silva et al. 2013
BCH2 VIT_16s0050g01090 {3 -caroteno 3- EC:1.14.15.24  Kanehisa et al. 2000,
hidroxilasa Da Silva et al. 2013
CCs VIT_06s0080g00810 Sintasa de EC:5.3.99.8 Kanehisa et al. 2000,
capsantina/capsorub Da Silva et al. 2013
ina
CRTISO VIT_08s0032g00800 Carotenoide EC:5.2.1.13 Kanehisa et al. 2000,
isomerasa Da Silva et al. 2013
GT VIT_03s0063g00050 Abscisato beta- EC:2.4.1.17 Kanehisa et al. 2000,
glucosiltransferasa Da Silva et al. 2013
LCYB VIT_08s00079g05690 Licopeno B-ciclasa EC:5.5.1.19 Kanehisa et al. 2000,
Da Silva et al. 2013
LECY1 VIT_11s0016901880 Licopeno ¢-ciclasa EC5.5.1.18 Kanehisa et al. 2000,
Da Silva et al. 2013
LUT1 VIT_08s0007g04530 Caroteno ¢- EC:1.14.14.15  Kanehisa et al. 2000,
hidroxilasa 8 Da Silva et al. 2013
LUT5 VIT_04s0023g00080 B-anillo hidroxilasa EC:1.14.-.- Kanehisa et al. 2000,
Da Silva et al. 2013
NCED2 VIT_10s0003g03750 Dioxigenasa 9-cis- EC:1.13.11.51 Kanehisa et al. 2000,
epoxicarotenoide Da Silva et al. 2013
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Tabla 4. Genes involucrados en la biosintesis de norisoprenoides y sus precursores en Vv. cv. Tannat

Compuesto Nombre Gen ID Funcién NUmero EC Referencias

de Gen

NCED3 VIT_19s0093g00550 Dioxigenasa 9-cis- EC:1.13.11.51 Kanehisa et al. 2000,
epoxicarotenoide Da Silva et al. 2013

NCED4 VIT_05s0051g00670 Dioxigenasa 9-cis- EC:1.13.11.51 Kanehisa et al. 2000,
epoxicarotenoide Da Silva et al. 2013

PSY VIT_06s0004g00820 Fitoeno sintasa EC:2.5.1.32 Kanehisa et al. 2000,

Da Silva et al. 2013

PSY1 VIT_04s0079g00680 Fitoeno sintasa EC:2.5.1.32 Kanehisa et al. 2000,

Da Silva et al. 2013
PSY2 VIT_12s0028g00960 Fitoeno sintasa EC:2.5.1.32 Kanehisa et al. 2000,
Da Silva et al. 2013

PSY VIT_13s0019g01270 15-cis-Fitoeno EC:2.5.1.32 Da Silva et al. 2013
sintasa

VDE VIT_04s0043g01010 Violaxantina de- EC:1.23.5.1 Kanehisa et al. 2000,
epoxidasa Da Silva et al. 2013

ZDS1 VIT_14s0030901740 C-caroteno EC:1.3.5.6 Kanehisa et al. 2000,
desaturasa Da Silva et al. 2013

ZEP1 VIT_07s0031g00620 Zeaxantina EC:1.14.15.21 Kanehisa et al. 2000,
epoxidasa Da Silva et al. 2013

ZEP2 VIT_13s0156900350 Zeaxantina EC:1.14.15.21 Kanehisa et al. 2000,
epoxidasa Da Silva et al. 2013

ZISO1 VIT_05s0062901110 Zeta-caroteno EC:1.3.5.6 Kanehisa et al. 2000,
isomerasa Da Silva et al. 2013

Norisoprenoides CCD1 VIT_04s0008g03510 Dioxigenasa de EC:1.13.11.71 Da Silva et al. 2013
escision de
carotenoides
9,10(9',10")

CCD1 VIT_13s0064g00810 Dioxigenasa de EC:1.13.11.71 Lin et al. 2019
escision de
carotenoides
9,10(9',10")

CCD1 VIT_13s0064g00840 Dioxigenasa de EC:1.13.11.71 Lin et al. 2019
escision de
carotenoides
9,10(9',10")

CCD4 VIT_02s00879g00910 Dioxigenasa de EC:1.14.99.n4  Kanehisa et al. 2000,
escision de Da Silva et al. 2013
carotenoides

CCD4 VIT_02s0087g00930 Dioxigenasa de EC:1.14.99.n4 Kanehisa et al. 2000,
escision de Da Silva et al. 2013
carotenoides

CCD4 VIT_16s0039g01370 Dioxigenasa de EC:1.14.99.n4  Kanehisa et al. 2000,
escision de Da Silva et al. 2013
carotenoides

CCD7 VIT_15s0021g02190 Dioxigenasa de EC:1.13.11.68 Kanehisa et al. 2000,

escision de
carotenoides

Da Silva et al. 2013
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6.3 Determinacion de estadios clave en el desarrollo de la baya para el
estudio de la expresion de genes relacionados a la biosintesis de
norisoprenoides

A partir de transcriptomas de las pieles de bayas del clon 717 de Tannat a lo largo de 5
estadios de desarrollo, secuenciadas en un trabajo previo (Da Silva et al., 2013, Da Silva
2016), se determinaron los DEGs relacionados con la sintesis de carotenoides y
norisprenoides (Figura 6).
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Figura 6. Heatmap de expresion diferencial de genes codificantes de enzimas responsables de la sintesis de
norisoprenoides (A) y carotenoides (B) para las etapas de desarrollo de la uva que corresponden a G1; una
sdf, P5; cascara de uva a 5 sdf, P7; pieles a 7 sdf, P10v; pieles verdes a 10 sdf, P10r; pieles rojas a 10 sdf,
P15; pieles de uva madura a 15 Sdf. Se consideran DEGs aquellos genes con un p-valor ajustado (padj) <0.01.
Dentro de cada celda se muestra el nivel de cambio de expresién entre los estadios determinado en LFC.

En relacion con la sintesis de norisoprenoides, las dioxigenasas de escision de carotenoides
(CCD4) muestran un aumento en su expresion a partir de las 7 sdf y mantienen sus altos
niveles de expresion hasta la madurez de la uva. Por lo que se puede observar que en EdD

avanzados, estos genes se encuentran con un nivel alto de expresion.
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Con respecto a la sintesis de carotenoides, se observa una disminucion significativa en la
expresion del gen que codifica a NCED2 a las 5 sdf. A las 7 sdf, esta disminucion se extiende
a los genes codificantes de BCH1, NCED2 y NCED3. Ya para las 15 sdf, los genes
codificantes de ZDS1, CRTISO, ZEP1, VDE y LUT1 también presentan una caida en sus
niveles de expresion. Por otro lado, a las 10 sdf —cuando las pieles de las bayas todavia no
han adquirido color— se registra un aumento en la expresion de genes que codifican enzimas
como PSY, LUT, CRTISO, LCYB y ZDS1. Finalmente, a las 15 sdf se confirma una
disminucion generalizada en la expresion de varios genes clave de esta via, incluyendo los
gue codifican para CRTISO, ZEP1, ZISO1, VDE, ZDS1, NCED y LUT1.

Estos resultados muestran que a lo largo del desarrollo de la baya hay una tendencia a la
disminucion de la expresién de los genes relacionados con la sintesis de carotenoides
(precursores de norisoprenoides). Mientras que en los EdD mas avanzados la tendencia es

al aumento de la expresioén de genes relacionados a la sintesis de norisoprenoides.

Esto nos permite determinar que los primeros EdD caracterizan la expresién de genes
relacionados a la sintesis de carotenoides, mientras que los ultimos EdD caracterizan la

expresion de genes relacionados a la sintesis de norisoprenoides.

Cdémo resultado, con el fin de estudiar los patrones de expresion de genes involucrados en la
sintesis de carotenoides y norisoprenoides, se consideran realizar 4 muestreos:
A 5 semanas de floracion (G), en envero tomando dos muestras; cuando la baya se encuentra

aun en color verde (EV) y en rojo (ER), y en madurez enoldgica (M).

6.4 Andlisis fisicoquimico de las bayas

Para las muestras G, EV y ER, se determin6 la masa de bayas promedio, pH, y azUcares
reductores, la acidez total utilizando balanza, pHmetro, refractometro y valoracion con NaOH,
respectivamente (Tabla 5). Debido a la elevada acidez de las bayas del primer muestreo, el
ensayo para la determinacion de acidez total no pudo llevarse a cabo. Para las muestras del
muestreo M, la medicion de los pardmetros fisicoquimicos; alfa- aminoacidos, acido malico,
acido tartarico, pH, acidez total, sdlidos solubles totales (TSS), acidez volatil (VA), densidad
y azucares reductores fue realizado utilizando espectroscopia del infrarrojo cercano (NIR)
(Tabla 6).
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Tabla 5. Resultados de los andlisis fisicoquimicos (peso promedio de bayas, pH promedio, acidez total promedio y azlicares
reductores promedio) para los clones 717 y 474 recolectados en los muestreos G, EV y ER.

G
Clon- Masa promedio de pH promedio Acidez total promedio (g Azlcares reductores
réplica baya (g) H,SO./L de jugo) promedio Brix
474-1
474-2 0,83 2,37 NA 4,53
474-3
717-1
717-2 0,58 2,41 NA 4,97
717-3
EV
Clon- Masa promedio de pH promedio Acidez total (g H,SOJ/L de Azlcares reductores
réplica baya (g) jugo) promedio Brix
474-1V
474-2V 0,78 1,55 1,35 5,33
474-3V
717-1V
717-2V 0,83 1,61 1,73 5,07
717-3V
ER
Clon- Masa promedio de pH promedio Acidez total (g H.SO4/L de Azlcares reductores
réplica baya (g) jugo) promedio Brix
474-1R
474-2R 1,31 1,52 1,49 6,13
474-3R
717-1R 1,25 1,62 1,71 6,20

-34 -




717-2R

717-3R

Tabla 6. Resultados promedio para cada clon de la mediciéon de los parametros fisicoquimicos; alfa- aminoéacidos, acido
malico, acido tartarico, pH, acidez total, solidos solubles totales, acidez volatil, densidad y azlcares reductores del muestreo
M.
M
Muestra | Alfa Amonio Acido Acido pH Acidez total | Densidad | Azlcares
amino promedio | malico tartarico promedio | promedio (g | promedio | reductores
promedio | (mg/L) promedio | promedio H,SO./L de (g/mL) promedio
(mg/L) (g/L) (g/L) jugo (Brix)
474-1
474-2 130,23 118,33 0,20 10,13 3,30 2.32 1,10 24,49
474-3
717-1
717-2 123,37 117,37 0,20 9,37 3,32 2.28 1,10 23,90
717-3

Los parametros fisicoquimicos muestran para ambos clones valores similares por cada
estadio. Esto indica que ninguno lleva un retraso o maduracién acelerada con respecto al
otro.

A su vez, tal como publican Razungles et al. (1998) y Mendes-Pinto et al. (2005), en los
primeros estadios ambos clones presentan un pH bajo, que comienza a aumentar a medida
gue avanza la madurez. Este proceso ocurre en paralelo con un aumento marcado en la

acumulacion de azucares reductores, en linea con lo establecido por Malacarne et al. (2024).

Los valores de pH y azucares reductores de las bayas maduras en este estudio se encuentran
dentro del promedio para ambos clones segun lo determinado por Disegna et al. 2017 donde
estudia estos parametros recopilando datos desde la vendimia 2006 hasta 2010. Estos datos
indican un desarrollo de las bayas de acorde a lo esperado segun bibliografia y por lo tanto

se continué trabajando con estas muestras.
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6.5. Extraccién, identificacion y cuantificacién de carotenoides por HPLC-
DAD.

Mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) se lograron separar y cuantificar
16 carotenoides; 8R-neocromo, SR-neocromo, neoxantina, violaxantina, 8R auroxantina,
luteoxantina, flavoxantina, crisantemaxantina, 8S auroxantina, zeaxantina, (9Z) o (92)-
luteina, (92) o (92)-luteina, luteina, B-caroteno y dos estructuras no identificadas, una de
ellas similar a luteina (Tabla 7).

En el Anexo 1la se muestran los tiempos de retencién y longitudes de onda de los carotenoides

identificados.

Tabla 7: Concentracion expresada como pg de B-caroteno /kg de uva para cada uno de los 16 carotenoides identificados en los clones 717
y 474 en cada una de las etapas de maduracion estudiadas durante la vendimia 2020. * No identificado. m = media. ds = desviacion
estandar

Clon 717 (ug/kg de uva) Clon 474 (ug/kg de uva)
Carotenoide G EV ER M G EV ER M

m ds m ds m ds m ds m ds m ds m ds m ds
8R-Neocromo 136 | 60 | 10,4 |11,4| 11 |06 | 1,3 | 1,3 | 123 | 1,2 | 22 | 1,3 | 10 | 1,0 | 02 |01
SR-Neocromo 226 | 22 | 282 |176| 17,7 | 68 | 133 | 31 | 181 | 1,7 | 173 | 41 | 176 | 65 | 65 | 49
Neoxantina 52,9 | 56 | 324 |220| 54 |33 | 68 |16 | 428 | 22 |331 |07 | 59 [28 ]| 28 | 11
Violaxantina 134 | 89| 66 | 28| 10 |08 | 1,3 |09 | 77 | 18| 46 | 16| 10 | 10| 02 |04
Carotenoide * 23 | 03|53 |11 02 [03| 00 [O1| 18 |06 | 26 [23] 09 [06]| 00 |01
8R Auroxantina 35 | 10| 33 | 14| 54 | 27| 87 | 36| 28 |05]| 21 |06 | 66 |26 | 41 | 06
Luteoxantina 80 | 14| 63 | 19| 16 | 11| 07 |03 ]| 56 |11] 67 [13]| 14 [02] 02 |02
Flavoxantina 42 [ 08| 21 1,3 1,7 1,6 1,5 0,8 1,6 1,7 1,3 0,4 1,7 0,3 0,5 0,2
Crisantemaxantina 23 |13| 05|07 | 09 |[07] 08 |OB | O8 |08] 07 |07]| 08 |07 01 |01
8S Auroxantina 1,7 |07 | 28 [ 10| 27 [ 17| 04 |02 | 1,4 | 11| 14 | 13| 43 | 26| 04 |01
Estructura tipo luteina 242 | 26 | 205 | 10| 00 | 00| 60 [ 19| 191 ]| 14|15 [91] 00 |00 ]| 23 |07
Zeaxantina 50 |06 | 70 | 12| 74 [ 34| 65 |44 | 38 |07 | 87 | 55| 60 |35 ]| 37 |11
(92) 0 (9Z" )-luteina 1,2 | 03] 12 [ 01| 52 |14 | 52 |47 ]| 08 |01 ]| 14 | 10| 49 | 12| 19 | 15
(92) 0 (9Z" )-luteina 08 [ 03| 16 |06 | 35 | 15| 36 | 21| 04 |02 ] 1,1 |01 ]| 48 | 17| 14 |07
Luteina 602,9 | 53,0 | 533,7 | 30,2 | 361,3 | 96,9 | 321,8 | 66,7 | 454,3 | 11,7 [ 409,9 | 1,5 | 358,4 | 67,9 | 169,5 | 58,8
B-caroteno 379,0 | 32,4 | 269,1 | 11,7 | 212,2 | 69,1 | 200,9 | 46,2 | 285,6 | 14,0 | 210,8 | 7,0 | 190,0 | 40,5 | 107,4 | 34,2
Xantofilas totales (sin
luteina) 155,8 | 24,8 | 128,2 | 13,1 | 53,9 | 21,1 | 56,0 | 14,5 | 1188 | 1,9 | 935 | 12,4 | 57,0 | 19,0 | 24,0 | 8,1
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En la Figura 7 se muestra el andlisis de componentes principales (PCA) del contenido de
carotenoides de ambos clones en sus distintos EdD y en la Figura 8 la proyeccion de las

variables.
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Figura 7. Andlisis de componentes principales (PCA) de contenido de carotenoides entre los clones 717 y
474 en sus distintos EdD
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Figura 8. Variables proyectadas del analisis de componentes principales (PCA) de contenido de carotenoides
entre los clones 717 y 474 en sus distintos EdD
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El PCA explicd un 79,7% de la variabilidad total, donde PC1 represent6 el 61,6% y PC2 un
18,1% adicional. Se observaron agrupamientos claros por estadio a lo largo de PC1: las
muestras G y EV se ubicaron en los valores negativos, mientras que ER y M lo hicieron en
los positivos. Ademas, el orden de los estadios a lo largo de PC1 se mantuvo igual para
ambos clones, aunque separados entre si, con excepcién del estadio ER, donde las muestras
de ambos clones se agruparon mas cercanamente.

Los compuestos [-caroteno, luteina, violaxantina y luteoxantina fueron los que mas
contribuyeron a PC1, lo que indica que las diferencias en su contenido a lo largo del desarrollo
de la uva explican gran parte de la distribucion en ese eje. Por otro lado, zeaxantina y 8S-

auroxantina mostraron baja contribucién en PC2.

Se pudo observar que, del total de carotenoides cuantificados, el porcentaje de luteina y B-
caroteno para los clones 717 y 474 fueron de 88.57% y 88.93% (Tabla 8). Estos valores son
cercanos a los establecidos por Matei y colaboradores (2011), donde afirma que el contenido
de los carotenoides nombrados previamente representa entre un 80 y 85% de los
carotenoides en total para Vv. Es probable que en caso de que algunas xantofilas no hayan
podido ser separadas por cromatografia, el porcentaje de luteina y f-caroteno sean un poco

menores, acercandose mas a lo establecido por la bibliografia previamente citada.

Tabla 8: Porcentaje de luteina y B-caroteno y xantofilas del total de carotenoides cuantificados
Porcentaje del total de carotenoides Porcentaje promedio
Luteina | B-caroteno X.antof|!as Luteina | B-caroteno X.antofllas
(sin luteina) (sin luteina)
G | 55,88% 32,69% 11,43%
EV | 55,85% 32,68% 11,47%
Clon 717 - > >{ 55,88% 32,69% 11,43%
ER | 55,87% 32,83% 11,30%
M | 56,28% 32,22% 11,50%
G | 56,46% 32,47% 11,08%
EV | 57,64% 32,20% 10,15%
Clon 474 - 2 | 56,46% 32,47% 11,08%
ER| 57,77% 33,55% 8,69%
M | 56,33% 35,71% 7,96%

En la Tabla 9 se muestran los resultados del analisis de varianza (ANOVA) donde se muestra
la significancia estadistica (p value), la cual indica si las diferencias de carotenoides totales
entre los clones son significativas. Cuando p < 0.05, se considera que los clones difieren

estadisticamente en ese estadio.

Tabla 9. Resultados del ANOVA de carotenoides por EdD para los clones 717 y 474
Carotenoides totales

P value
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G EV ER M
Entre Clones 0,01 0,00 0,88 0,04

Estos resultados muestran que hay una diferencia significativa en el contenido de
carotenoides totales entre ambos clones en todos los estadios a excepcion de las bayas rojas
en envero (ER), donde, tal como se observd en el PCA y graficos anteriores, alcanzan un

nivel similar.

El clon 717 produjo un contenido significativamente superior en forma global respecto al clon
474 para b-caroteno (p<0,01) luteina (p<0,01), suma de xantofilas (excluyendo luteina)
(p=<0,01) y flavoxantina (p<0,05). Las Figuras 9, 10, 11 y 12 muestran la evolucion del
contenido de estos compuestos para cada clon a lo largo del proceso de maduracién. En
todos los casos se observa una mayor concentracion de estas moléculas en el clon 717 en el
EdD G y este comportamiento se mantiene al final del EJD en el estadio M (excepto para
flavoxantina). Al observar la evolucién de estos carotenoides durante los estadios intermedios

del EdD las diferencias en general son graduales sin presentar significancia.

El descenso en la cantidad de carotenoides acumulados observados a lo largo de los EAD de
la uva es de esperarse debido a los distintos roles que cumplen los carotenoides en las
plantas (captacion de la luz, disipacion de energia, precursores de fitohormonas y de
componentes volatiles), las mismas se sintetizan en los primeros estadios y luego se

degradan a lo largo de los distintos EJD (Rodriguez-Bustamante et al. 2007).

c717 C474
S Fecha
75
-
D .. 3 G
Ay Tt EV
o b v
=< 25 I b b D ER
oo I I I = b
=2 T M
0.0
G EV ER M G EV ER M
Comparacion global entre clones: * (p = 0.0489)
Figura 9. Contenido de flavoxantina en pg/kg de uva para 717 y 474 los clones en sus distintos EdD

-39-



Comparacién global entre clones: ** (p = 0.00268)
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Figura 10. Contenido de xantofilas (sin incluir luteina) en pg/kg de uva para 717 y 474 los clones en sus distintos EdD.
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Figura 11. Contenido de luteina en pg/kg de uva para 717 y 474 los clones en sus distintos EdD.
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Figura 12. Contenido de B-caroteno en pg/Kg de uva para 717 y 474 los clones en sus distintos EdD.

La variacion del contenido de luteina, xantofilas (sin luteina) y B-caroteno entre el periodo G
y M se muestra en la Figura 13. donde se puede ver que a pesar de que hay diferencias
significativas en los carotenoides totales, la cantidad de estos que se degradan en el

desarrollo de las bayas es igual para ambos clones.

-40 -



0
50 .
-100
-150
-200
-250
-300
o A Xantofil i
A Luteina A b-Caroteno antofilas (sin
Luteina)
mC717 -281 -178 -100
mC474 -285 -178 .95
Figura 13. Variacion en la concentracion de carotenoides entre los periodos G y M en los clones 474y 717.

6.6. Extraccion, identificacion y cuantificaciéon de norisoprenoides
glicosilados por GC-MS

Se identificaron y cuantificaron 10 norisoprenoides glicosilados; vomifoliol, 3-hidroxi-B-
damascenona, 7,8-dihidrovomifoliol, 4-oxo-7,8-dihidroxi--ionol, 4-oxo-B-ionol, 3-oxo-7,8-
dihidroxi-a-ionol 3-oxo-a-ionol, 3,4-dihidro-3-oxoactinidol Il, 3,4-dihidro-3-oxoactinidol lll y 3,4-
dihidro-3-oxoactinidol I. Sus concentraciones en pg/kg de uva para cada EdD en cada clon
se muestran en la Figura 14. Se puede notar que la acumulacion de estos compuestos a lo

largo de los EdD va aumentando a excepcion del estadio de ER donde se observa una

disminucion.
Norisoprenoides glicosilados
3000,00
g 2500,00
> 2000,00
© 1500,00
% 1000,00 i i ﬁ ‘ I
: oo g f B OE om B W
C717 C717 C717 C717 C474 C(C474 C474 C(C474
G EV ER M G EV ER M
m Vomifoliol 148,96 241,02 224,46 902,73 133,27 291,01 352,891286,22
B 3-Hydroxy-B-damascenone 114,62 141,73 89,75 130,93 76,39 109,79 89,74 141,75
m 7,8-Dihydrovomifoliol 896 899 4,51 2056 7,40 1081 859 3540
® 4-0x0-7,8-dihydroxy-f-ionol ' 32,24 73,12 39,03 5521 28,00 6523 66,21 66,25
4-0xo0-f3-ionol 15,52 153,99 72,55 131,61 12,89 131,21 97,42 155,19
® 3-0Oxo0-7,8-dihydroxy-a-ionol 130,56 325,77 131,21 147,81 100,38 283,66 149,67 246,73
B 3-0xo0-a-ionol 55,19 367,50 164,15 280,08 44,93 316,06 193,78 289,88
® 3,4-Dihydro-3-oxoactinidol II | 2,75 7,73 5,00 1948 236 949 6,61 30,65
B 3,4-Dihydro-3-oxoactinidol II | 2,08 6,38 3,50 1085 1,76 791 4,70 24,32
B 3,4-Dihydro-3-oxoactinidol I 1,31 4,00 2,08 4,01 132 450 261 930
Figura 14. Cuantificacion de norisoprenoides glicosilados en pg/kg de uva para los clones 717 y 474 en sus distintos EdD.
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El andlisis de varianza (Tabla 10) de los norisoprenoides glicosilados totales indica que no

Norisoprenoiodes libres
250,00
200,00
g
=] 150,00
<5}
o
o0
<
o5 100,00
=
50,00 %
’ C717 C717 C717 C717 C474 C474 C474 C474
G EV ER M G EV ER M
H (3-ionona 3,20 2,11 2,97 3,20 2,21 2,39 5,05 1,74
B (3-damascenona 23,89 17,15 6,25 92,56 16,04 11,11 34,13 27,02
Vitispirano 2 2,62 13,32 12,05 0,71 1,76 9,97 5,79 0,00
B Vitispirano 1 4,50 39,93 21,39 13,51 6,43 24,79 7,88 7,36
B Teaspirano 6,14 4,74 0,00 33,06 0,00 1,74 12,83 3,82
Figura 15. Cuantificacién de norisoprenoides libres en pg/kg de uva para los clones 717 y 474 en sus distintos EdD.

hay diferencias significativas entre clones en ningun estadio.

Tabla 10. Resultados del ANOVA de norisoprenoides
glicosilados por EdD para los clones 717 y 474

Norisoprenoides glicosilados totales
P value
G EV ER M

Entre Clones 0,47 0,45 0,97 0,81

Se lograron cuantificar 5 norisoprenoides libres en las muestras (pg/kg de uva); B-ionona, -
damascenona, vitispirano 1, vitispirano 2 y teaspirano (Figura 15).

El clon 717 muestra un aumento en la acumulaciéon de estos compuestos a lo largo del
crecimiento de la baya a excepcibn de ER donde muestra una disminucién en la
concentracion. Por otra parte, el clon 474 aumenta la acumulacion de estos compuestos hasta

la madurez (M) donde los mismos bajan su concentracion.

En el Anexo 1.b. se muestra el peso molecular, diagrama de molécula e indice de retencion
de Kovacs para los norisoprenoides identificados y cuantificados.

- 42 -



El andlisis de varianza entre clones (Tabla 11) muestra que en EV y M hay una diferencia

significativa entre clones.
De todas formas, la contribucibn de norisoprenoides libres al contenido total de

norisoprenoides es muy baja, por lo que no afectaria la significancia total.

Dado que los carotenoides son precursores de los norisoprenoides, el hecho de que ambos
clones presentaran una cantidad similar de carotenoides degradados podria explicar por qué

la acumulacion total de norisoprenoides no tuvo diferencias significativas entre ellos.

Tabla 11. Resultados del ANOVA de norisoprenoides
libres por EdD para los clones 717 y 474

Norisoprenoides libres totales
P value
G EV ER M
Entre Clones | 0,152 | < 0.001 | 0,083 | 0,042

En la Figura 16 se muestra el resultado del PCA para los dos clones teniendo en cuenta los
distintos EdD con foco el contenido de norisoprenoides totales. La proyeccion de las variables

se muestra en la Figura 17.
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Figura 16. PCA del contenido de norisoprenoides entre los clones 717 y 474 en sus distintos EdD.

Los resultados del andlisis de componentes principales explican un 77,7% de la variacion

total, con un 51,2% correspondiente al PC1 y un 26,5% al PC2.
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Los agrupamientos se dan principalmente a lo largo del eje PC1, donde el estadio de madurez
(M) se separa claramente del resto. A diferencia de un orden progresivo segun el muestreo,
G y ER aparecen mas cercanos entre si en valores negativos de PC1, mientras que EVy M
se posicionan hacia valores positivos de ese egje.

Los compuestos 4-oxo-B-ionol, 4-oxo-a-ionol, 3,4-dihidro-3-oxoactinidol 11l y | contribuyen
fuertemente a PC1 y estan negativamente correlacionados con B-ionona. Por otro lado, estos
compuestos no presentan correlacién con los isémeros | y Il de vitispirano, los cuales tienen

una alta contribucién sobre PC2.
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Figura 17. Proyeccion de variables del PCA del contenido de norisoprenoides entre los clones 717 y 474 en sus distintos
EdD.
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6.7. Extraccion de ARN total y preparacién para secuenciaciéon

Los resultados de rendimientos de las extracciones se encuentran en el Anexo 2.a.

En la Tabla 12 se muestra la agrupacion de las muestras para ser enviadas a secuenciar y
los resultados de calidad generados por el equipo Bioanalyzer tanto en el IIBCE como en

Macrogen INC.

Las muestras de ARN se identificaron de la siguiente manera: Clon — Niumero de extraccion
— Muestreo (primer muestreo: G, segundo muestreo de bayas verdes: EV, segundo muestreo
de bayas rojas: ER, tercer muestreo en madurez: M). Las extracciones correspondientes a
las muestras se etiquetaron con “1e” que refieren a la primera elusion realizada en la

extraccion del ARN.

La empresa de secuenciacion logro generar librerias para todas las muestras a excepcién de
717-1R M2, 717-3R M2 y 717-4R M2. Por esta razon se tuvieron que realizar nuevas
extracciones de estos muestreos y un segundo envio con éxito a Macrogen INC. generando
las librerias de las muestras 717-5R M2, 717-6R M2 y 717-7R M2. Se puede notar que la
mayoria de las muestras que fallaron en la construccion de la libreria son en envero rojo, por
lo que se puede estimar que en ese periodo las bayas poseen algun metabolito que inhibe la

generacion de la libreria.

Tabla 12. Muestras secuenciadas. Se detalla la agrupacion de muestras enviadas a MACROGEN, y los resultados de calidad del ARN

“ %k oy

analizados en el [IBCE y en MACROGEN. Las muestras marcadas indican que no se pudieron realizar las librerias con ellas,
mientras que las sefialadas con “ $ “ fueron enviadas posteriormente para suplir las anteriores.

Datos de Muestras Bioanalyzer IIBCE Bioanalyzer Macrogen .
— — Cantidad Total
Nombre Extraccion RNA Concentracion RIN RNA Concentracion RIN (ug)
Ratio (ng/ul) Ratio (ng/ul) 9

474-1 G 474-1 G le 2.4 283 7.6 2.10 123.06 8.90 2.83

474-2 G 474-3 G le 2.0 241 8.6 2.00 84.15 8.80 1.94

474-4 G 474-7 G le 2.0 285 8.7 2.60 99.91 8.80 2.30

474-5G $ 474-5 G le N/A N/A N/A 3.30 96.48 7.90 2.21

717-1 G 717-2 G 1e 1.8 244 8.0 22 115.20 9.00 2.65
717-5G 1e

717-2 G 173G 1e 2.1 202 8.3 2.20 193.50 8.90 4.45

717-4 G 717-6 G 1e 1.8 294 8.5 2.30 149.16 9.00 3.43
474-3EV le

474-2EV 1. 1 . 1. 148.7 . 42
A74-10EV 1o 8 99 8.3 80 8.75 8.60 3
474-4EV 1le

474-3EV A745EV 1o 1.8 204 8.3 1.70 172.03 8.40 3.96
474-8EV le

474-4EV 1746EV 1o N/A N/A N/A 2.10 168.45 8.40 3.87

717-1EV 717-4EV le 1.9 298 8.5 2.00 95.71 8.80 2.20
717-9EV le

717-3EV 717-1EV 1o 2.1 195 7.8 2.20 127.74 8.80 2.94
717-11EV le

717-4EV 717-6EV 1o 2.0 217 8.5 2.20 168.18 8.70 3.87
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717-5EV $ 717-5EV le N/A N/A N/A 1.80 243.52 8.70 5.60

474-1ER 474-1ER le 15 242 8.7 1.80 118.87 9.50 2.73
474-2ER le

474-2ER 1743ER 1o 1.7 140 9.6 1.70 169.81 9.50 3.91
474-4ER le

474-4ER 474-6ER le N/A N/A N/A 2.20 252.41 9.00 5.81
474-6EV 1e

717-1ER* 717-1ER 1le 1.7 270 8.8 2.20 123.58 9.00 2.84

717-2ER* 717-2ER 1le N/A N/A N/A 1.50 129.86 9.70 2.98

717-4ER* 717-4ER 1le 1.7 248 9 2.10 72.30 8.90 1.66
717-5ER 1le

717-5ER$ 717-7ER 1e N/A N/A N/A 1.9 60.78 8.9 1.09
717-9ER 1le
717-11ER le

717-6ER$ 717-12ER le N/A N/A N/A 2.0 213.42 8.7 3.84
717-13ER le
717-6ER 1e

717-7ER$ 717-15ER le N/A N/A N/A 2.1 149.77 9.1 2.70
717-16ER le
474-2 M 1e

474-1 M 2744 M 1o 1.9 90 8.6 2.20 114.64 8.40 2.64
474-5M 1e

474-3 M 2747 M 1o 1.8 89 8.6 2.10 102.86 8.70 2.37
474-6 M 1e

474-4 M 1748 M 1e 2.4 88 8.6 2.00 89.88 8.50 2.07
717-2 M le

717-1 M 7173 M 1e 3.3 78 8.1 2.20 109.60 8.50 2.52

717-2M $ 717-2M le N/A N/A N/A 1.90 223.83 8.40 5.14
717-6 M le

717-3 M 717-4 M le 1.9 75 8.6 1.90 164.32 8.40 3.78
717-9 M le
717-7M le

717-4 M 717-1 M 1e 3.6 91 8.2 2.10 117.09 8.60 2.69

Todas las muestras que aprobaron el ensayo de integridad mediante electroforesis de
agarosa con hipoclorito de sodio también cumplieron los requisitos minimos de calidad
establecidos por MACROGEN INC (fotos de geles en Anexo 2.b.). Esto podria sugerir que la
primera técnica mencionada genera resultados confiables en cuanto a la integridad de las

muestras.

6.8. Procesamiento de resultados de secuenciacion

6.8.1. Andlisis global del transcriptoma

En la Figura 18 se muestra el PCA del resultado de los transcriptomas normalizados por

regularized log (RLD) para ambos clones en sus distintos EdD.
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Figura 18: PCA a patrtir de los transcriptomas normalizados mediante regularized log (RLD)

Los dos primeros componentes principales explican el 65,6% de la variacion total (PC1:
44.0% y PC2: 21.6%). Se observa una separacion clara entre estadios, principalmente a lo
largo de PC2. Las muestras se agrupan por estadio, lo que indica que hay pocas diferencias
entre los transcriptomas dentro de cada EdD (excepto en madurez, donde las diferencias son
mayores).

Ambos clones en EV se agrupan cerca de las muestras del estadio G, lo que sugiere que en
las etapas tempranas del desarrollo los transcriptomas todavia no presentan grandes
diferencias. Sin embargo, entre EV y ER si se observa una separacion mas clara, reflejando
gue durante el cambio de color de la baya ocurren modificaciones en los transcriptomas.

En el estadio M, el clon 474 se ubica cerca de ER, indicando que mantiene un perfil
transcriptdmico similar. Por el contrario, 717 en M se separa claramente de 474 y se posiciona
del lado positivo de PC1 y PC2, lo que sugiere que en este estadio los transcriptomas de

ambos clones presentan mayores diferencias.

El nimero de genes que presento expresion diferencial entre los distintos EdD para cada clon
y entre clones se observan en las Tablas 13y 14 respectivamente. Se muestran los resultados
divididos en dos categorias: DEGs que aumentan su expresion con respecto al estadio
anterior (Sobreexpresados) y DEGs que disminuyen su expresion con respecto al estadio

anterior (Subexpresados).
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En la Figura 19 se muestran los diagramas de Venn donde se observa la interseccion de

DEGs sobreexpresados o subexpresados para cada caso mencionado anteriormente.

Tabla 13. Recuento de DEGs sobreexpresados y subexpresados para cada clon en sus distintos momentos de desarrollo

DEGs Sobreexpresados
DEGs Subexpresados
DEGs totales

Gvs EV
743
1090
1833

474
EVvs ER
449
744
1193

717
ERvs M Gvs EV EVvs ER ERvs M
731 681 231 2793
1005 808 415 1194
1736 1489 646 3987

Tabla 14. Recuento de DEGs sobreexpresados y subexpresados comparando cada clon en sus distintos
momentos de desarrollo

DEGs Sobreexpresados

DEGs Subexpresados
DEGs totales

127

165
292

717vs 474
EV ER M
12 9 1499
2 6 118
14 15 1617

En el clon 474, los estadios con mayor cantidad de DEGs fueron G vs EV (1833 genes), lo

gue sugiere una mayor dindmica de expresion en las fases iniciales de desarrollo. En cambio,

en 717, el estadio con mas cambios transcriptomicos fue ER vs M, con 3987 DEGs.

En la comparaciéon EVVSER en ambos clones se puede observar una similitud en el nimero

de DEGs.

Las diferencias transcriptomicas entre 474 y 717 son menores durante G, EV y ER. Sin

embargo, en madurez (M) se registran 1617 DEGs, lo cual muestra que las diferencias

transcriptomicas entre clones se expresan con mayor fuerza en este EdD. Estas

observaciones coinciden con las agrupaciones del PCA, donde los clones en sus EdD se

agrupan por muestreo y se separan en M.
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Figura 19. Diagramas de Venn donde se muestran la cantidad de DEGs sobreexpresados y subexpresados con sus distintas
intersecciones entre los EdD cada clon y entre los clones. (A) DEGs Sobreexpresados en las comparaciones entre EdD en
el clon 474. (B) DEGs Subexpresados en las comparaciones entre EdD en el clon 474. (C) DEGs Sobreexpresados en las
comparaciones entre EdD en el clon 717. (D) DEGs Subexpresados en las comparaciones entre EdD en el clon 717. (E)
DEGs Sobreexpresados en la comparacion entre clones. (F) DEGs Subexpresados en la comparacion entre clones.
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6.9. Analisis de genes relacionados a la biosintesis de carotenoides y

norisoprenoides

6.9.1. Genes relacionados a la biosintesis de carotenoides

Se muestra en la Figura 20 el PCA comparando el perfil de los genes relacionados a la

biosintesis de carotenoides normalizados por RLD de ambos clones en sus distintos EdD.
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Figura 20. PCA de expresion génica normalizada por regularized logarithm RLD de genes relacionados a la biosintesis de
carotenoides en los distintos momentos de muestreo para los clones 717 y 474.

El 70,4% de la varianza fue explicada por los dos primeros componentes del PCA, con PC1
representando el 43,2% y PC2 un 27,2%. Se observan agrupamientos por estadios (G, EV y
ER), distribuidos principalmente a lo largo del eje PC2.

Por otra parte, en el estadio de M se observa la mayor diferencia entre clones. 717-M se
encuentra alejado del resto de las muestras, con valores negativos en PC1, mientras que
474-M se encuentra sobre el cero de PC1, mas cerca de ER, lo que sugiere que el perfil de
expresion en este clon cambia menos entre ER y M. Esta separacion indica que, hacia el final
del desarrollo, los genes relacionados con la biosintesis de carotenoides presentan una
regulacion diferencial mas marcada entre clones. Lo que podria explicar la acumulacion

diferencial de estos componentes entre 717 y 474.
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Los resultados de expresion diferencial de los genes involucrados en la sintesis de
carotenoides expresados en LFC se muestran en heatmaps en la Figura 21 para los clones
717 (A) y 474 (B).
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Figura 21. Heatmap de expresion diferencial de genes involucrados a la biosintesis de carotenoides para los clones 717
(A) y 474 (B) en sus distintos momentos de desarrollo. Valores expresados en LFC considerando significativos aquellos
que tuvieron un padj < 0.01.

Los genes VIT_12s0028g00960, VIT_19s0093g00550 y VIT_14s0030g01740, que codifican
para PSY, NCED3 y ZDS, respectivamente, muestran un patron de expresion similar entre
ambos clones. En particular, NCED3 y ZDS presentan un comportamiento comparable al
observado en el transcriptoma secuenciado por Da Silva et al. (2013) y analizado en el
capitulo 6.3, con la diferencia de que, en este caso, NCED3 disminuye su expresiéon en un
estadio de desarrollo anterior.

Por otro lado, el gen que codifica a ZEP1 (VIT_07s00319g01740) en el clon 717 también refleja
un patron de expresion similar al reportado por Da Silva et al. (2013). En contraste,
VIT_02s0025g00240, que codifica a BCH1, muestra en el clon 474 un patrén de expresion

diferencial opuesto al registrado en dicho estudio.

Solo el gen VIT_08s0032g00800_2 que codifica para una isomerasa de carotenoides
(CRTISO) mostr6 una diferencia significativa entre el clon 717 y 474 en el estadio de madurez
enologica, con un LFC de 5.20 (padj < 0.01.). Esto indica un nivel de expresion mayor en el
clon 717 cuando la baya estd madura. Pudiendo este ser un gen que codifica una enzima
clave en la via metabdlica de sintesis de carotenoides, y, por tanto, un candidato que podria

explicar las diferencias en la concentracion de carotenoides entre clones.
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6.9.2. Genes relacionados a la biosintesis de norisoprenoides

La Figura 22 muestra la comparacién del perfil genes involucrados en la biosintesis de

norisoprenoides normalizados por RLD a través de un PCA.
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Figura 22. PCA de expresion génica normalizada por regularized logarithm rld de genes relacionados a la biosintesis de
norisoprenoides en los distintos momentos de muestreo para los clones 717 y 474.

El andlisis de componentes principales (PCA) explica un 77,9% de la varianza total, con un
PC1 que representa el 48,2% y un PC2 que representa el 29,7%. La distribucion de las
muestras muestra a los estadios G de ambos clones agrupados en valores positivos de PC1
y PC2. En contraste, EV, ER y el clon 474 en M se agrupan en valores negativos de ambos
componentes, lo que sugiere una baja diferenciacion entre los transcriptomas en estos
estadios, en lo que respecta a los genes relacionados con la sintesis de norisoprenoides. Por
otro lado, el clon 717 en M se diferencia claramente, ubicandose en valores negativos de PC2
y positivos de PC1, indicando patrones diferentes de expresion de estos genes al alcanzar la

madurez.

Los DEGs relacionados a la sintesis de norisoprenoides expresados en LFC para el clon 717

y 474 se representa en la Figura 23 (A) y (B) como heatmaps.
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Figura 23. Heatmap de expresion diferencial de genes involucrados a la biosintesis de norisoprenoides para los clones 717
(A) y 474 (B) en sus distintos momentos de desarrollo. Valores expresados en LFC considerando significativos aquellos que
tuvieron un padj < 0.01.

En los heatmaps se observa que el gen codificante para CCD4 (VIT_02s0067g00930)
presenta un patron de expresion similar tanto en el clon 717 como en 474. Este mismo patrén
también se refleja en el transcriptoma secuenciado por Da Silva et al. (2013) y analizado en
el capitulo 6.3 de este trabajo. Ademas, en el clon 474, el gen VIT_02s0087g00910, que
también codifica una CCD4, muestra, al igual que en el transcriptoma secuenciado por Da

Silva, et al (2013) el mismo comportamiento que los otros genes asociados a esta enzima.

Este patrén se caracteriza por un aumento en la expresion a partir del EdD EV. Siendo uno
de los EdD principales, que coincide con los momentos de mayor acumulacién de
carotenoides. Este resultado podria respaldar lo propuesto por Timmins et al. (2020), quienes
sugieren que en plantas, la degradacion de carotenoides comienza con la accion de CCD4
para prevenir la acumulacién de carotenoides potencialmente toxicos.Por otra parte, no se
identificaron DEGs relacionados con la biosintesis de norisoprenoides entre los dos clones
analizados en ninguno de los estadios de desarrollo evaluados. Esto indica que los niveles
de expresion de estos genes son similares entre ambos clones, lo cual podria explicar la

ausencia de diferencias significativas en el contenido total de norisoprenoides en la uva.

En el anexo 2.c. se adjunta el enlace con el archivo que contiene los datos procesados de los

transcriptomas junto con la anotacion G.O. de los genes de Vv. cv Tannat.
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6.10. Integracion de resultados transcriptémicos y metabolémicos

Los DEGs relacionados a la sintesis de carotenoides y norisoprenoides analizados mediante
el modelo de Pearson contra la variacion de la concentracion de estos metabolitos en los EdD
de la uva para los clones 717 y 474 se muestran en las Figuras 24 y 25 como heatmap. Los
valores se normalizaron en LFC. Dado que el modelo estadistico de Pearson solo contempla
relaciones lineales entre variables, el analisis de correlacién entre genes y carotenoides se
centré en explorar asociaciones entre genes gue codifican enzimas conocidas por participar

en la biosintesis o clivaje de carotenoides y los metabolitos correspondientes.
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Figura 24. Correlacién de Pearson entre los DEGs relacionados en la biosintesis de carotenoides y norisoprenoides y la
variacion de la concentracion de estos metabolitos (LFC) para el clon 717.
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Figura 25. Correlacion de Pearson entre los DEGs relacionados en la biosintesis de carotenoides y norisoprenoides y la
variacién de la concentracion de estos metabolitos (LFC) para el clon 474.

En el clon 717, el gen VIT_04s0079g00680, que codifica para PSY, una de las primeras
enzimas de la via de biosintesis de carotenoides, mostré una correlacion altamente positiva
con la acumulacién de xant6filas (r = 0.97) y luteina (r = 1.00), compuestos que representan
una proporcion significativa de los carotenoides totales. De forma similar, en el clon 474, el

gen VIT_12s0028g00960 también presenté una correlacion positiva con las xantéfilas (r =
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0.80), aunque no se observd una correlacion clara con la luteina ni con el B-caroteno en
ninguno de los dos casos.

En 474, el gen ZDS1 (VIT_14s0030g01740), que codifica para la e-caroteno isomerasa —una
enzima clave en la sintesis de carotenoides, responsable de la conversion de e-caroteno en
licopeno— mostrd una correlacion positiva con luteina (r = 0.80) y xantofilas (excepto luteina)
(r=0.96), lo cual es esperable considerando que esta familia de compuestos representan una
fraccion importante de los carotenoides totales.

Por otro lado, en 717, el gen ZEP1 (VIT_07s0031g00620), que cataliza la epoxidacion de
Zeaxantina, presentd una correlacién positiva con este carotenoide (r = 0.80), lo que podria
sugerir que a medida que se acumula zeaxantina, también aumenta la expresién de este gen.
También en 717, el gen VIT_19s0093g00550, codificante de la 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa (NCED3), mostré una correlacién negativa con uno de sus sustratos, violaxantina
(r =-0.84), lo cual resulta coherente, ya que esta enzima cataliza su degradacién hacia la via
del 4cido abscisico. En este contexto, un aumento en la expresion del gen estaria asociado
a una disminucion en la concentracion de este carotenoide.

En relacién al clivaje de carotenoides, en 717, el gen VIT_02s0087g00930 (CCD4) mostro
correlaciones negativas fuertes con un carotenoide no identificado de estructura tipo luteina
(r = -1.00), flavoxantina (r = -1.00) y 8S-auroxantina (r = -1.00). En el clon 474, los genes
diferencialmente expresados que codifican para CCD4 (VIT_02s0087g00930 vy
VIT_02s00879g00910) presentaron un patron similar, con correlaciones negativas elevadas
con la estructura tipo luteina (r = -1.00). Esto podria ser un indicio de que esta enzima esta
clivando estos carotenoides, ya que al aumentar la expresion del gen, disminuye la
concentracion del compuesto.

Con respecto a la sintesis de norisoprenoides, en 717, el gen CCD4 (VIT_02s0087g00930)
mostrd correlaciones positivas con varios compuestos: vitispirano | (r = 1.00), 4-oxo-f-ionol (r
= 0.90), 3-0x0-7,8-dihidro-B-ionol (r = 0.83) y 3-oxo-a-ionol (r = 0.89). En el clon 474, tanto
este gen como VIT_02s0087g00910 (también codificante de CCD4) presentaron
correlaciones positivas con los mismos compuestos, ademas de vitispirano Il (r = 0.97), lo que
podria indicar que CCD4 estaria participando en la formacion de estos norisoprenoides. El
hecho de que en el clon 474 ambos genes presenten un patrén de expresion diferencial casi
idéntico, podria explicar por qué las correlaciones con los metabolitos también son
equivalentes.

En 717, el gen VIT_13s0064g00810, codificante de CCD1, mostré una correlacion negativa
con B-caroteno (r = -0.90), lo cual podria indicar que, al aumentar la expresion de este gen,
se incrementa la degradacion de B-caroteno por la enzima correspondiente.

Finalmente, no se observd una correlacion entre los genes diferencialmente expresados que

codifican para CCD y el numero total de norisoprenoides. Esto podria deberse a que el modelo
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de correlacion lineal de Pearson no capta adecuadamente relaciones no lineales o
multifactoriales propias del sistema biolégico. Ademas, como plantean Mathieu et al. (2005),
solo algunos pocos norisoprenoides se sintetizan directamente a partir del clivaje de
carotenoides por la actividad de las CCD. El resto de los norisoprenoides son modificaciones
de los primarios que se forman a través transformaciones fisico-quimicas mediadas por el
ambiente u otras enzimas (como oxidasas 0 reductasas), o0 incluso por enzimas aun no

caracterizadas.

Con el objetivo de explorar la relacion entre la expresion génica y la acumulacién diferencial
de carotenoides entre los clones 717 y 474, se evalu6 la correlacion de Pearson entre el LFC
de expresion del gen VIT_08s0032g00800 2 que codifica a CRTISO y los LFC de
concentracion de distintos carotenoides, calculados para la misma comparacion (717 vs. 474)
en los distintos EdD (Tabla 15).

Tabla 15. Correlacién de Pearson entre la expresion génica
de VIT_08s0032g00800_2, que codifica a CRTISOy la
acumulacion diferencial de carotenoides entre los clones 717
y 474.

Coeficiente de
Carotenoides correlacion de Pearson
(r)
Carotenoides totales 0.8974275
Violaxantina 0.9692997
Neoxantina 0.9560567
Xantofilas (sin luteina) 0.9415901
Luteoxantina 0.9383457
-caroteno 0.8762028
Crisantemaxantina 0.8681356
SR.Neocromo 0.7756477
8R Auroxantina 0.7297798
8R Neocromo 0.6805743
Flavoxantina 0.6456488
8S Auroxantina -0.1201365
Luteina -0.1201365
Carotenoide S/I -0.7557139
Carotenoide similar a luteina | -0.1201365
Zeaxantina -0.1201365
(92)0(9Z") Luteina -0.1201365

Los datos obtenidos a partir de esta correlacion muestran una fuerte relacién lineal entre la
expresion del gen VIT_08s0032g00800_2 (que codifica para CRTISO) y la acumulacion de

carotenoides totales (r = 0.89). Al observar esta relacion por metabolito, se observa una

- 56 -



correlacion positiva con 3-caroteno (r = 0.87) y con el grupo de xantofilas (excluyendo luteina)
(r = 0.94), los cuales constituyen una porcion significativa del total de carotenoides. También
se hallaron correlaciones positivas con violaxantina (r = 0.96), neoxantina (r = 0.95),
luteoxantina (r = 0.93) y crisantemaxantina (r = 0.88).

No se encontraron correlaciones significativas negativas entre la expresion de este geny la
acumulacion de carotenoides. Estos resultados podrian contribuir a explicar la acumulacion
diferencial de carotenoides observada entre los clones 717 y 474, y sugieren un posible rol

clave de CRTISO en dicha variacion.
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7. Conclusiones

Se identificaron dos clones de VV cv. Tannat contrastantes en cuanto al contenido de
norisoprenoides glicosilados.

Se lograron identificar 22 genes relacionados con la biosintesis de carotenoides y 7 genes
asociados a la biosintesis de norisoprenoides, entre los cuales dos no se encontraban
anotados previamente en el genoma de esta variedad.

El andlisis de expresion génica mostré que los genes implicados en la sintesis de
carotenoides presentan una mayor expresion en los primeros estadios del desarrollo del fruto,
disminuyendo hacia la madurez enoldgica. Por otra parte, los genes codificantes de
carotenoide dioxigenasas (CCD) mostraron un aumento de expresion a partir del enveroy se

mantuvieron activos durante la maduracion.

Los parametros fisicoquimicos de las muestras analizadas fueron adecuados para los
estadios de desarrollo en que fueron tomadas, en concordancia con lo esperado para la
variedad Tannat. Esto indica una maduracion sincrénica entre los clones estudiados en estos

pardmetros clasicos de madurez utilizados en bodega.

Se logré la separacién y cuantificaciéon de 16 carotenoides: p-caroteno, 14 xantofilas (8R-
neocromo, SR-neocromo, neoxantina, violaxantina, 8R-auroxantina, luteoxantina,
flavoxantina, crisantemaxantina, 8S-auroxantina, zeaxantina, (92)/(9Z’)-luteina, luteina y una
estructura no identificada similar a luteina), asi como una estructura no caracterizada. En el
estadio de madurez, se encontraron diferencias significativas en el contenido total de
carotenoides entre clones, siendo 717 el que presenté mayor acumulacion. En particular, se
observaron diferencias significativas en (-caroteno, flavoxantina, luteina y el conjunto de
xantofilas (excluyendo luteina). A pesar de estas diferencias en acumulacion, la cantidad total

de carotenoides degradada fue equivalente entre los clones.

En cuanto a los norisoprenoides, se identificaron y cuantificaron 10 compuestos glicosilados
(vomifoliol, 3-hidroxi-B-damascenona, 7,8-dihidrovomifoliol, 4-oxo-7,8-dihidro-B-ionol, 4-oxo-
B-ionol, 3-oxo-7,8-dihidro-a-ionol, 3-oxo-a-ionol, 3,4-dihidro-3-oxoactinidol I, 11 'y Ill) y 5
compuestos libres (B-ionona, B-damascenona, vitispirano I, vitispirano Il y teaspirano). No se
encontraron diferencias significativas en su acumulacion entre los clones, lo cual coincide con

la similitud en la cantidad de carotenoides degradados. Esta observacién, sumada a la
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ausencia de genes diferencialmente expresados vinculados a la sintesis de norisoprenoides
y al hecho de que ambos clones se encontraban cultivados bajo las mismas condiciones

climéticas, podria explicar la similitud en el contenido de norisoprenoides entre ellos.

Se compararon los resultados de integridad de ARN obtenidos mediante electroforesis en gel
de agarosa con hipoclorito de sodio y los obtenidos con el equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent).
Las muestras que cumplieron con los criterios de calidad establecidos por MACROGEN INC.
lo hicieron en ambas técnicas. Esto sugiere que el método basado en hipoclorito es una
alternativa econdémica y confiable para evaluar la integridad del ARN, y justifica su validacion

futura como método rutinario.

Los patrones de expresion diferencial de genes asociados a la biosintesis de carotenoides y
norisoprenoides fueron similares entre clones por cada estadio de desarrollo y concordantes

con lo reportado por Da Silva et al. (2013).

El analisis de correlacion de Pearson resultd ser una herramienta estadistica rapida y util para
identificar relaciones entre genes y metabolitos. Permiti6 corroborar patrones esperados
basados en la literatura sobre vias metabdlicas, asi como identificar nuevas correlaciones
gue abren posibilidades para estudios futuros sobre la biosintesis de norisoprenoides. Sin
embargo, al tratarse de un método no multivariable, no contempla interacciones no lineales,

por lo que se propone como herramienta preliminar.

El gen VIT_08s0032g00800_2, codificante de CRTISO, mostrd expresion diferencial entre
clones, con mayor expresién en 717. Este gen presenté correlaciones positivas con la
acumulacion de carotenoides totales y, en particular, con 3-caroteno, el conjunto de xantofilas
(excluyendo luteina), violaxantina, neoxantina, luteoxantina y crisantemaxantina. Esto sugiere
un rol potencialmente clave de CRTISO en la acumulacién diferencial de carotenoides entre

clones.

El gen CCD4 (VIT_02s0087g00930) present6 un patrén de expresion que sugiere su
participacion tanto en el clivaje de carotenoides como en la formacion de norisoprenoides. Se
observaron correlaciones negativas con varios carotenoides y positivas con norisoprenoides
especificos en ambos clones. Ademas, el gen VIT_13s0064g00810, codificante de CCD1
mostrdé una correlacion negativa con B-caroteno, lo que podria indicar su implicancia en la

degradacién de este compuesto.
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Finalmente, no se observaron correlaciones entre los genes diferencialmente expresados que
codifican CCD y la acumulacion total de norisoprenoides. Esto podria explicarse debido a que
muchos norisoprenoides no se originan directamente del clivaje de carotenoides mediado por
CCD, sino que derivan de modificaciones fisicoquimicas o enzimaticas posteriores de los
compuestos generados tras dicho clivaje.

Este trabajo permiti6 avanzar en la comprension de los mecanismos moleculares y
metabolicos involucrados en la sintesis de norisoprenoides en Vitis vinifera cv. Tannat,
identificando genes clave, metabolitos relevantes y relaciones significativas entre ellos. Los
resultados obtenidos sientan las bases para futuros estudios funcionales que profundicen en
las vias biosintéticas implicadas y aporten al desarrollo de estrategias para potenciar el perfil

aromatico de esta variedad.

Perspectivas a futuro

e Continuar el estudio de los genes que codifican para la enzima CRTISO y su
implicancia en la acumulacion de carotenoides.

o Estudiar en profundidad los carotenoides que presentaron correlacion fuerte con los
norisoprenoides con el objetivo de determinar nuevas posibles vias de formacion de
estos compuestos.

e Evaluar en los transcriptomas patrones de expresion de genes no identificados que
puedan ser candidatos a participar en la biosintesis de norisoprenoides.

e Investigar factores regulatorios de transcripcion y traduccion que puedan estar
implicados en la expresién génica de los genes involucrados en las rutas biosintéticas
de norisoprenoides.

o Ampliar el andlisis a otras familias de compuestos volatiles o precursores aromaticos,
para entender mejor el perfil aromatico global del Tannat.

e Evaluar el efecto de un contenido residual de carotenoides en el aroma del vino.

e Replicar estos estudios en distintas regiones para evaluar la incidencia de condiciones

ambientales diferentes en estos genes y sus precursores aromaticos.
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9. Anexos

Anexo 1.

Anexo l.a.

En la Tabla 16 se muestran los carotenoides identificados en este trabajo junto con sus

tiempos de retencién y longitudes de onda bibliograficas y experimentales.

en este trabajo.

Tabla 16. Tiempos de retencion y longitudes de onda bibliograficas y experimentales para los carotenoides identificados

Compuesto

Tiempo de
retencion (min)

Amax (NM)

Crupi et al. (2010)

Amax (NM)
Experimental

8R-Neocrome 26,05 400; 422; 450 400; 420; 450
SR-Neocrome 26,16 400; 422; 450 400; 420; 450
Neoxantina 26,37 414; 436; 464 418; 440; 462
Violaxantina 26,67 416; 439; 469 418; 442; 470
Carotenoide n.i. (no 27,14 400; 422; 444; 472 | 380; 400; 425; 475
identificado)

8R Auroxantina 27,38 380; 402; 426 382; 402; 428
Luteoxantina 27,58 399; 422; 448 398; 420; 448
Flavoxantina 28,56 398; 422; 448 395; 420; 449
Crisantemaxantina 28,93 398; 422; 448 400; 422; 448

8S Auroxanthin 30,09 380; 402; 426 380; 400; 425
Luteina 33,09 422; 445; 426 422; 445; 426
Estructura tipo luteina | 35,30 338; 422; 446; 468 | 336; 422; 440; 470
Zeaxantina 35,88 425; 450; 475 425; 450; 475

(92) o (92")-luteina (tr | 36,12 330; 418; 440; 468 | 330; 420; 445; 470
36,12min)

(92) o (92°)-lutein (tr 36,93 330; 418; 440; 468 | 330; 420; 445; 470
36,93 min)

b-Apo-8"-carotenal 41,16 460 460

(S

B-caroteno 58,39 428; 452; 478 428; 452; 478
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Anexo 1.b.

Las Tablas 17 y 18 muestran la formula, peso molecular, diagrama de molécula e indice de

retencién de Kovacs para los norisoprenoides glicosilados y libres respectivamente.

Tabla 17. Norisoprenoides glicosilados, junto con su formula, peso molecular, diagrama de la molécula e indice de retencién
de Kovécs. Estructuras tomadas de Baldivia et al 2022

IK Nombre Férmula | Peso Molécula
Molecular
2404 3,4 dihidro-3-oxoactinidol | | C13H2003 | 224,3
_—= OH
2420 3,4 dihidro-3-oxoactinidol Il | C13H2003 | 224,3
_—= OH
2485 3,4 dihidro-3-oxoactinidol C13H2003 | 224,3
11 _ oH
2500 3-hydroxi-B-damascona Ci3H2002 | 208,3 .
joen
2591 3-oxo0-a-ionol C13H200, | 208,3 on
joen
2598 4-0x0-f-ionol Ca3H2002 | 208,3 OH
iﬁf*
2637 4-0x0-7,8-dihidro-B-ionol CisH2202 | 210,3 it

kit
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2667

3112

Vomifoliol

3-0x0-7,8-dihidro-a-ionol

Ci3H220, | 210,3

OH

3166

C13H2003

224,3

OH

7,8-dihidrovomifoliol

C13H2203

226,3

Tabla 18. Norisoprenoides libres, junto con su férmula, peso molecular, diagrama de la molécula e indice de retencién de
Kovécs. Estructuras tomadas de Baldivia et al 2022

IK Nombre Formula Peso Molecular | Molécula
1440 Teaspirano C13H20 1943 Ej@\
1458 Vitispirano | C13H200 192,3 Cé:)/
1463 Vitispirano ] C13H200 192,3 @
1773 Z-B-damascenona C13H180 190,3 .
ifiQ
1883 B-ionona C13H200 192,3 o
éi\)‘\
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Anexo 2.

Anexo 2.a.

Rendimientos de las extracciones y mediciones de absorbancia tomadas mediante el equipo

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) para cada muestra (Tabla 19).

Las muestras se identificaron de la siguiente manera:

Clon — Numero de extraccion — Muestreo (primer muestreo: G, segundo muestreo: EV,

segundo muestreo: ER, tercer muestreo: M).

Las extracciones etiquetadas con “1e” que refieren a la primera elusion realizada en la

extraccion del ARN, mientras que las 2e, hacen referencia a la segunda elusion.

Tabla 19. Cantidad de céscara de uva procesados por cada muestra y sus rendimientos de extraccién en cantidad de ARN
y sus relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230.
ID de Muestra Muestra Car;gj(ij:g de ng/ul de ug de ARN Absorbancia Absorbancia
procesada ARN totales 260/280 260/230
(gramos)
717-1 G 1e G_V_717-2 0.20 138.95 6.81 2.10 1.97
717-1 G 2e G_V_717-2 0.20 24.37 1.19 1.99 1.04
717-2 G 1e G_V_717-2 0.18 169.27 8.29 2.12 2.19
717-2 G 2e G_V_717-2 0.18 21.84 1.07 2.07 1.44
717-3G le G_V_717-2 0.22 133.11 6.52 212 2.16
717-3 G 2e G_V_717-2 0.22 20.95 1.03 2.00 157
717-4 G 1e G_V_717-2 0.22 64.60 3.17 2.14 1.99
717-4 G 2e G_V_717-2 0.22 15.81 0.77 1.55 0.82
717-5 G 1e G_V_717-1 0.23 102.52 5.02 2.01 1.8
717-5 G 2e G_V_717-1 0.23 26.57 1.30 1.78 1.18
717-6 G le G_V_717-1 0.2 178.14 8.73 2.08 2.23
717-6 G 2e G_V_717-1 0.2 66.72 3.27 1.99 2.18
717-7 G le G_V_717-1 0.21 161.87 7.93 1.80 2.23
717-7 G 2e G_V_717-1 0.22 48.57 2.38 2.03 1.58
717-8 G 1e G_V_717-1 0.22 113.65 5.57 1.94 1.59
717-8 G 2e G_V_717-1 0.22 21.72 1.06 1.83 1.03
474-1 G le G_V_474-3 0.19 189.2 9.27 2.13 2.23
474-1 G 2e G_V_474-3 0.19 40.43 1.98 1.94 1.53
474-2 G le G_V_474-3 0.23 67.56 3.31 211 2.08
474-2 G 2e G_V_474-3 0.23 18.90 0.93 2.05 1.52
474-3 G le G_V_474-3 0.20 187.03 9.16 2.10 2.31
474-3 G 2e G_V_474-3 0.20 41.01 2.01 1.72 1.23
474-4 G le G_V_474-3 0.22 182.78 8.96 2.00 1.63
474-4 G 2e G_V_474-3 0.22 33.93 1.66 2.04 1.74
474-5 G le G_V_474-2 0.2 122.54 6.00 1.97 1.64
474-5 G 2e G_V_474-2 0.2 26.04 1.28 1.73 1.29
474-6 G le G_V_474-2 0.21 141.83 6.95 1.89 1.58
474-6 G 2e G_V_474-2 0.21 34.89 1.71 1.69 1.12
474-7 G le G_V_474-2 0.21 169.10 8.29 2.07 2.27
474-7 G 2e G_V_474-2 0.21 88.90 4.36 1.6 1.04
474-8 G le G_V_474-2 0.22 95.29 4.67 2.09 2.06
474-8 G 2e G_V_474-2 0.22 27.82 1.36 1.95 1.94
474-9 G le G_V_474-2 0.22 179.2 8.78 181 1.32
474-9 G 2e G_V_474-2 0.22 36.55 1.79 1.95 157
474-10 G le G_V_474-3 0.2 44.11 2.16 1.91 1.36
474-10 G 2e G_V_474-3 0.2 8.90 0.43 1.75 0.68
717-1EV le M2_V_717-3 0.24 134.95 6.61 2.05 1.83
717-1EV 2e M2_V_717-3 0.24 58.17 2.85 1.73 1.00
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717-2EV le M2_V_717-3 0.24 53.55 2.62 1.94 1.39
717-2EV 2e M2_V_717-3 0.24 26.02 1.27 1.88 0.92
717-3EV le M2_V_717-3 0.24 74.63 3.66 1.96 1.44
717-3EV 2e M2_V_717-3 0.24 16.88 0.83 1.74 0.93
717-4EV le M2_V_717-3 0.21 189.51 9.29 2.08 2.29
717-4EV 2e M2_V_717-3 0.21 51.10 2.50 1.66 0.99
717-5EV le M2_V_717-1 0.21 83.50 4.09 1.93 1.48
717-5EV 2e M2_V_717-1 0.21 14.69 0.72 1.9 1.07
717-6EV le M2_V_717-1 0.21 146.69 7.19 2.03 1.98
717-6EV 2e M2_V_717-1 0.21 25.94 1.27 1.73 1.05
717-7EV le M2_V_717-1 0.22 94.31 4.62 1.97 1.52
717-TEV 2e M2_V_717-1 0.22 17.75 0.87 1.71 1.52
717-8EV le M2_V_717-1 0.22 156.81 7.68 1.84 14
717-8EV 2e M2_V_717-1 0.22 55.88 2.74 161 1.03
717-9EV le M2_V_717-1 0.22 124.28 6.09 2.08 1.94
717-9EV 2e M2_V_717-1 0.22 47.8 2.34 1.72 1.23
717-10EV le M2_V_717-3 0.21 102.39 5.02 1.88 1.26
717-10EV 2e M2_V_717-3 0.21 50.52 2.48 1.67 0.86
717-11EV le M2_V_717-3 0.21 102.80 5.04 2.10 2.01
717-11EV 2e M2_V_717-3 0.21 18.03 0.88 2.12 1.40
717-12EV le M2_V_717-3 0.17 104.21 5.11 2.08 2.00
717-12EV 2e M2_V_717-3 0.17 38.66 1.89 1.78 1.09
717-13EV 1le M2_V_717-3 0.18 143.83 7.05 2.03 1.80
717-13EV 2e M2_V_717-3 0.18 29.35 1.43 1.7 0.98
474-1EV 1e M2_V_474-1 0.18 209.95 10.29 2.08 2.17
474-1EV 2e M2_V_474-1 0.18 39.81 1.95 1.94 1.55
474-2EV 1e M2_V_474-1 0.19 207.23 10.15 1.58 0.72
474-2EV 2e M2_V_474-1 0.19 23.9 1.17 15 0.61
474-3EV 1e M2_V_474-1 0.19 146.44 7.18 2.05 2.24
474-3EV 2e M2_V_474-1 0.19 16.56 0.81 1.77 1.68
474-4EV 1e M2_V_474-1 0.20 128.43 6.29 2.07 2.22
474-4EV 2e M2_V_474-1 0.20 34.12 1.67 1.58 1.06
474-5EV 1e M2_V_474-3 0.19 131.98 6.47 2.02 2.02
474-5EV 2e M2_V_474-3 0.19 16.84 0.83 1.84 1.54
474-6EV 1le M2_V_474-3 0.22 115.08 5.64 2.07 2.09
474-6EV 2e M2_V_474-3 0.22 28.74 1.41 1.64 0.96
474-5ER le M2_R_474-2 0.22 173.04 8.48 2.1 2.3
474-5ER 2e M2_R_474-2 0.22 24.29 1.19 1.74 151
474-6ER le M2_R_474-2 0.22 151.82 7.44 2.1 2.31
474-6ER 2e M2_R_474-2 0.22 33.05 1.61945 2.03 1.85
474-7EV 1e M2_V_474-3 0.21 104.90 5.14 1.77 111
474-TEV 2e M2_V_474-3 0.21 36.07 1.77 1.63 0.95
474-8EV 1e M2_V_474-3 0.23 63.69 6.31 2.00 1.78
474-8EV 2e M2_V_474-3 0.23 59.17 2.90 1.50 0.80
474-9EV 1e M2_V_474-3 0.21 65.47 3.21 191 1.47
474-9EV 2e M2_V_474-3 0.21 34.17 1.67433 2.21 0.8
474-10EV le M2_V_474-3 0.2 123.35 6.04 2.04 1.87
474-10EV 2e M2_V_474-3 0.2 22.35 1.10 1.92 1.15
474-11EV 1le M2_V_474-3 0.2 146.11 7.16 1.89 1.42
474-11EV 2e M2_V_474-3 0.2 15.11 0.74039 1.82 111
717-1ER 1le M2_R_717-2 0.21 215.52 10.56 211 2.27
717-1ER 2e M2_R_717-2 0.21 60.17 2.95 1.99 1.72
717-2ER 1e M2_R_717-2 0.20 179.17 8.78 2.13 2.34
717-2ER 2e M2_R_717-2 0.20 38.57 1.89 2.17 2.24
717-3ER 1le M2_R_717-2 0.20 187.61 9.19 2.15 2.32
717-3ER 2e M2_R_717-2 0.20 28.54 1.40 1.98 2.06
717-4ER le M2_R_717-2 0.23 185.23 9.08 2.13 2.27
717-4ER 2e M2_R_717-2 0.23 45.25 2.22 1.99 2.29
717-5ER 1E M2_R_717-2 0.2 98.09 4.81 2.13 1.83
717-5ER 2E M2_R_717-2 0.2 13.43 0.66 1.69 1.02
717-6ER 1E M2_R_717-2 0.19 98.8 4.84 2.26 2.11
717-6ER 2E M2_R_717-2 0.19 35.3 1.73 1.62 1.07
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717-7ER 1E M2_R_717-2 0.18 95.78 4.69 2.1 1.9
717-7ER 2E M2_R_717-2 0.18 23.23 1.14 1.74 0.91
717-8ER 1E M2_R_717-2 0.17 111.17 5.45 1.88 1.31
717-8ER 2E M2_R_717-2 0.17 36.05 1.77 1.57 0.83
717-9ER 1E M2_R_717-2 0.18 137.61 6.74 2.09 1.89
717-9ER 2E M2_R_717-2 0.18 36.63 1.79 1.84 1.05
717-10ER 1E M2_R_717-2 0.15 94.86 4.65 1.97 1.6
717-10ER 2E M2_R_717-2 0.15 18.97 0.93 2.21 1.34
717-11ER 1E M2_R_717-2 0.13 142.21 6.97 2.02 1.68
717-11ER 2E M2_R_717-2 0.13 40.6 1.99 1.78 1.28
717-12ER 1E M2_R_717-2 0.22 77.74 3.81 2.05 1.96
717-12ER 2E M2_R_717-2 0.22 12.95 0.63 2.45 1.71
717-13ER 1E M2_R717-3 0.2 139.06 6.81 2.14 2.24
717-13ER 2E M2_R717-3 0.2 111.35 5.46 2.2 2.23
717-13ER 2E M2_R717-3 0.2 53.82 2.64 1.56 0.89
717-14ER 1E M2_R717-3 0.22 139.41 6.83 2.11 2.01
717-14ER 2E M2_R717-3 0.22 58.08 2.85 1.58 0.86
717-15ER 1E M2_R717-3 0.2 111.64 5.47 2.13 211
717-15ER 2E M2_R717-3 0.23 14.85 0.73 1.95 1.74
717-16ER 1E M2_R717-3 0.25 111.64 5.47 2.13 2.03
717-16ER 2E M2_R717-3 0.25 48.27 2.37 1.6 0.88
474-1ER le M2_R_474-1 0.23 182.60 8.95 2.09 2.15
474-1ER 2e M2_R_474-1 0.23 39.54 1.94 1.86 1.40
474-2ER le M2_R_474-1 0.20 130.43 6.39 2.13 2.18
474-2ER 2e M2_R_474-1 0.20 51.44 2.52 1.76 112
474-3ER le M2_R_474-1 0.28 135.77 6.65 211 2.28
474-3ER 2e M2_R_474-1 0.28 25.84 1.27 1.71 1.41
474-4ER le M2_R_474-1 0.21 112.50 5.51 2.12 2.28
474-4ER 2e M2_R_474-1 0.21 23.28 1.14 1.47 0.97
474-1 M 1e M_R_474-2 0.2 83.72 4.10 2.03 1.89
474-1 M 2e M_R_474-2 0.2 30.82 1.51 1.59 0.81
474-2 M 1e M_R_474-2 0.19 93.02 4.56 211 1.98
474-2 M 2e M_R_474-2 0.19 24.25 1.19 1.69 1.09
474-3 M 1e M_R_474-2 0.21 95.22 4.67 2.06 2.05
474-3 M 2e M_R_474-2 0.21 17.30 0.85 1.73 0.99
474-4 M 1e M_R_474-2 0.2 86.81 4.25 2.03 1.99
474-4 M 2e M_R_474-2 0.2 29.28 1.43 1.59 0.86
717-1 M le M_R_717-3 0.22 86.39 4.23 2.03 1.97
717-1 M 2e M_R_717-3 0.22 41.26 2.02 1.67 0.97
717-2M le M_R_717-3 0.23 91.08 4.46 2.02 2.03
717-2 M 2e M_R_717-3 0.23 28.32 1.39 1.92 1.57
717-3 M le M_R_717-3 0.23 67.24 3.29 1.95 1.69
717-3 M 2e M_R_717-3 0.23 21.61 1.06 1.79 151
717-4 M le M_R_717-3 0.21 74.11 3.63 2.04 1.93
717-4 M 2e M_R_717-3 0.21 22.38 1.10 1.74 1.25
474-5M 1e M_R_474-1 0.21 89.49 4.39 2.02 1.83
474-5M 2e M_R_474-1 0.21 24.67 1.21 1.49 0.89
474-6 M 1e M_R_474-1 0.2 118.25 5.79 2.03 1.86
474-6 M 2e M_R_474-1 0.2 24.17 1.18 1.58 0.99
474-7 M 1e M_R_474-1 0.23 88.61 4.34 2.01 1.90
474-7 M 2e M_R_474-1 0.23 13.73 0.67 1.62 1.05
474-8 M 1e M_R_474-1 0.22 78.18 3.83 2.02 1.80
474-8 M 2e M_R_474-1 0.22 25.50 1.25 131 0.78
717-5M le M_R_717-1 0.24 91.17 4.47 2.10 2.02
717-5M 2e M_R_717-1 0.24 27.41 1.34 1.85 1.14
717-6 M le M_R_717-1 0.22 78.03 3.82 2.12 1.95
717-6 M 2e M_R_717-1 0.22 16.19 0.79 2.04 1.28
717-7 M le M_R_717-1 0.24 80.47 3.94 2.08 1.84
717-7 M 2e M_R_717-1 0.24 36.29 1.78 1.61 1.02
717-8 M le M_R_717-1 0.24 61.90 3.03 2.15 2.03
717-8 M 2e M_R_717-1 0.24 9.20 0.45 1.78 1.36
717-9M le M_R_717 0.21 73.01 3.58 2.09 1.93
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717-9 M 2e M_R_ 717 0.21 15.51 0.76 1.92 1.6

717-10 M 1e M_R_717 0.21 79.93 3.92 2.11 1.91

717-10 M 2e M_R_717 0.21 17.53 0.86 2.07 1.56
Anexo 2.b.

En las Figuras (26, 27, 28, 29, 30 y 31) se observan las electroforesis de las extracciones de
ARNSs en gel de Agarosa 1% TAE 1X con 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4% y 3ul BrEt 10
ng/ul segun Aranda et al. 2012.

Figura 26. Electroforesis de ARNs. 2da Elucién de muestras. Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%,
3ul BrEt 10ng/ul. Gel de 100 ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN para todas las muestras con excepcioén en las marcadas: $ (0.3
ug), & (0.2 ug). Las marcadas con “#” se corrieron nuevamente en el gel siguiente. Todas las muestras fueron le. Muestras
cargadas: 717-1G, 717-3G, 474-1G, 717-2G, 717-4G, 474-3G, 474-2G, 717-1EV, 474-4G, 717-2EV, 717-3EV, 474-1EV, 717-
4EV, 474-2ER, 474-4ER, 474-1ER, 474-3ER, 474-1M, 474-2M, 474-4AM, 474-3M, 474-3EV, 474-2EV, 474-4EV, 717-1ER,
717-3ER, 717-2ER, 717-4ER, 717-2M, 717-4M, 474-6M, 474-8M, 717-6M, 717-1M, 717-3M, 474-5M, 474-7TM, 717-5M y 717-
™.

Figura 27. Electroforesis nimero 2 de ARNs. Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%, 3ul BrEt 10ng/ul.
Gel de 100 ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN para todas las muestras con excepcion en las marcadas: $ (0.3 ug), & (0.2 ug).
Los ultimos 7 fueron corridos en el gel anterior. Todas las muestras fueron 1e. Muestras sembradas: 717-5EV, 717-8M, 717-
7TEV, 717-6EV, 717-5M, 717-6M, 474-5M, 474-6M, 474-5EV, 474-TM, 474-5ER, 474-6EV, 474-6ER, 717-3M, 717-4M, 474-
5M, 474-8M, 717-5M, 717-6M y 717-7M.
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Figura 28. Electroforesis de ARNs . Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%, 3ul BrEt 10ng/ul. Gel de 50
ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN. Los marcados con “$” corrieron otras cantidades. Las marcadas con “#” fueron corridas
repetidas del gel anterior. Todas las muestras fueron le a excepcién de la marcada como 2e. de Las muestras corridas
fueron: 717-3EV, 474-2ER, 474-4ER, 474-2M, 474-3ER, 474-1M, 474-3M, 474-4M, 474-TM, 474-6M, 717-2M, 717-1M, 717-
7TEV, 717-G, 717-4M, 717-2EV, 717-1G 2e y 474-1ER.

Figura 29. Electroforesis de ARNs. Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%, 3ul BrEt 10ng/ul. Gel de 50
ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN. Los marcados con “$” corrieron otras cantidades. Todas las muestras fueron 1e. Muestras
sembradas: 717-7M, 717-8M, 717-8EV, 717-9EV, 474-8M y 474-9M.

Figura 30. Electroforesis de ARNs. Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%, 3ul BrEt 10ng/ul. Gel de 50
ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN. Los marcados con “$” corrieron otras cantidades. Todas las muestras fueron 1e a excepcion
de la marcada como 2e. de Las muestras corridas fueron: 717-11EV, 717-10EV, 717-13EV, 717-12EV, 474-8EV, 474-7EV,
474-9EV, 474-10EV, 717-9M, 474-8EV 2e, 474-10EV, 474-11EV, 717-10M




Figura 31. Electroforesis de ARNs. Gel Agarosa 1% TAE 1X, 1,5 ml de Hipoclorito de sodio 4%, 3ul BrEt 10ng/ul. Gel de 50
ml. Se cargaron 0.5 ug de ARN. Todas las muestras fueron le. Las muestras corridas fueron: 717-5ER, 717-6ER, 717-7ER,
717-8ER, 717-9ER, 717-11ER, 717-10ER, 717-12ER

Anexo 2.c.

En el siguiente enlace se encuentra el archivo con los analisis de expresion diferencial para
cada condicién evaluada en este trabajo junto con los transcriptomas normalizados por RLD

y la Anotacién G.O. de los genes.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1p5gC-e2H00JMSDAFXMgj kKRRL-tA7TFbZkvzL 3H3A-
Qledit?usp=sharing
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https://docs.google.com/spreadsheets/d/1p5gC-e2H0oJMSDAFXMgj_kRRL-tA7TFbZkvzL3H3A-Q/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1p5gC-e2H0oJMSDAFXMgj_kRRL-tA7TFbZkvzL3H3A-Q/edit?usp=sharing

