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Siempre me ha interesado el area de las plantas. Mis prineras aproxinaciones fueron a

muy temprana edad, ya en la bdsica me acuerdo que me gustaba hacer los experimentos

de germinacibn de granos de porotos y lentedas. Recuerdo mchas veces haber plantado

los brotes y que luego de un tiempo, se usaba el poroto verde en las comidas. En este

mismo tema, creo que mi maximo Logro fue realizado, para sorpresa mia, cuando de un

cuesco   de   durazno   surri6   rna   pequefia   pl5ntula,   recuerdo   haberla   cuidado,   y

posteriomente la plants en el patio de hi casa. Muchos afros pasaron hasta el momento

de su prinera floraci6n, y sus prineros 6 pequefios frutos. Ya en la primavera de este

afro que pas6, me enconde con un dfool de unos tres metros, lleno de flores rosadas, y

posteriormente  aprovechanos  en  familia  de  sus  dulces  frutos.  Asi,  el  fen6meno  de

brotaci6n de frutales es algo que me atrae y me estinula, y pretendo en el futuro seguir

por este canino de investigaci6n.
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ABREVIATtJRE

ASC : Ascorbato.

iun: Aminotriazo1.

APX: Ascorbato Peroxidasa.

BGLU: 1,3-a-Glucanasa.

BLAST: Herramienta bfsiea de bdsqueda de alineamiento local.

BLAT: Iierramienta de alineamiento tipo Blast (Blast-Like Alignment Tool).

BR5o: Brotaci6n del 50% de una poblaci6n de yemas.

CAG: Ciclo Ascorbato Glutati6n.

CAT: Catalasa.

CDNA: DNA complementario.

CTAB: Bromuro de Cetiltrimetilamonio (Cetil Trimethyl Ammonium Bromide).

DDT: Dfas Despdes del Tratamiento.

DEPC : Dietilpirocarbonato.

DHA: Dehidroascorbato, Ascorbato oxidado.

DIIAR : Dehidroascorbato Reductasa.

DTNB : Ditionitrobenceno (5 ,5 '-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)).

ECD: Ecodomancia.

ED: Endodormancia

EDTA: Acido Etileno Dianino Tetrac6tico a3thylene Dfamide Tefroacetic Acid).

FC: Condiciones Forzadas de Crecimiento ¢orcing Conditions).



GR: Glutati6n Reductasa.

GS: P-1,3-Glucano Sintasa (Callosa Sintasa).

GSH: Glutati6n, Glutati6n Reducido.

GSSG: Glutati6n Oxidado.

G6PDH.. Gheosa-6- Fosfato Deshidrogenasa.

HC : Ciananida Ifidrogenada (Hydrogen cyananide).

H202: Per6xido de Hdr6geno.

RA: Meristema Apical.

NADPH: Nicotinamida Dinucle6tido Fosfato (reducido).

Nat: Yoduro de Sodio.

RE: Membrana P]asmftica.

NEN3: Jhida de Sodio.

PC: Pared Celu]ar.

PCR: Reacci6n en Cadena de la Polimerasa ¢olymerase Chain Reaction).

PD: Pandormancia.

PR: Relacionadas a Patog6nesis G'athogenesis Related).

PVP : Polivinil Polipirrilidona @olyvinyl Polypyrrilidone).

sA: Acjdo salicflico.

SSA: Acido sulfosaliciiico (sulfosalicyEc Acid).

VPF: Via de las Pentosas Fosfato



RESUREN

La vid (yz.fjs vj7„/era L) como planta perenne lefiosa ajusta su ciclo de creciniento y

dormancia a los canbios estacionales. A lo largo del afro altema rna etapa de desarrollo

en  prinavera-verano  con  oho  etapa  de  dormancfa  y  tolerancia  al  frio  dilrante  la

temporada de otofio-inviemo. Durante la etapa de creciniento en la axila de cada hoja se

forma rna estructura que se conoce como yema. Es esta yema ]a que entra en dormanofa,

y es la encargada de reanudar el crecimiento cuando las condiciones ambientales asi lo

permiten. El cultivo de la vid en zonas de inviemos c51idos como la Ill y IV region de

Chile  es  problematico,  ya  que  siendo  la  vid  rna  planta  de  clina  templado,  al  ser

introducida  a  zonas  subtropicales  brota  de  manera  incompleta  y  desuniforme.  Para

obtener una brotacj6n homog6nea y una produccj6n viable comerdalmente es necesaria

la utilizaci6n de agentes quimicos que de alguna forma sustitnyan los efectos del frio

invemal. La cianamida hidrogenada (HC) es el compuesto qun'mico mfs uti]izado para

estos fines y es universalmente considerado como un inductor de la brotaci6n de yemas

y un rompedor de la domancia; sin embargo, su mecanismo  de acci6n atn no esfa

dilucidado. En este trabajo se evalu6 el efecto de azida de sodio (NEN.3), un conocido

iuliibidor de la respiraci6n mitocondrial, sobre la inducci6n de la brotaci6n de yemas de

vid cv. Thompson Seed]ess, y sus efectos a njve] molecular fueron comparados con ]os

efectos de HC y del fiio. Los resultados mostraron que tanto HC como NEN3 estimulan

de forma sinilar la brotaci6n de yemas de vid. Ademis, ambos compuestos promovieron

la  transcripci6n  de  genes  relaciomdos  con  el  sistema  antioxidativo,  come  son  la
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glutati6n reductasa (VvGR) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (VvG6PDH), lo que

tuvo  un  efecto  direeto  sobre  la relaci6n  GSII/GSSG del  tejido.  Ambos  compuestos

estimularon tambien la transcripci6n de 1,3-P-glucanasas (VVBGLUs), enzimas clave en

la salida de las yemas de la endodormancia Qinne ef cr/.,  200]). Par otro ]ado, en un

estudio previo se observ6 que HC aumenta mientras qpe NaN3 disminnye los riveles de

H202 en los tejidos de yemas de vid (P6rez ef crJ., 2008), por lo curl se evalu6 el efecto

del H202, tanto sobre el perfil de expresi6n de VvBGLUs, VVGR y VusPDH como

sobre la brotaci6n de yemas.  Los resultados demostraron que el H202 no estinula la

expresi6n de estos genes y que el H202 presenta un minino efecto sobre la brotaci6n de

yemas de vid. Finainente, en esta tesis se propone que el efecto promotor de HC y NaN3

sobre  ]a  brotaof 6n  en  yemas  de  vid  se   deben'a  a  alteraofones  liespiratorias   que

aumentarian la via glicolitica afeetando los riveles de glucosa-6-fosfato (G6P) en el

tejido, ]o que a su vez actuarl'a como una serial que induce la transchpci6n de genes

relacionados con la salida de la dormancia y la inducci6n de la brotaci6n de las yemas.
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ABSTRACT

Grapevine  (7rjt7's iJj.#zJera I/  as a woody perennial plant adjusts its  growth-dormancy

cycle to environmental changes. Along the year it altemates a development stage during

the  spring-summer  season  with  a  domancy  and  freezing-tolerant  stage  during  the

avturm-winter  season.  While the  growing  stage  lasts  in  each leaf axil  emerge  and

develop a structure known as bud that enters into dormancy, and that is responsible to

resume growth when there are pemissive environmental conditions.

Commercial  production  of grapevine  in warm-winter zones  such  as  the  H  and  IV

regions  in  Chile,  is  problematic  due  to  low  and  uneven  bud  break,   To  obtain

homogeneous bud break  and commercially  feasil)le productions  chemical agents  are

required for somehow substituting winter chilling effects. Hydrogen cyanamjde (HC) is

the most used chemical compound for these purposes and it is widely considered as a

bud  break  inductor  and  a  dormancy  releaser  for  grapevine  buds;  nevrfueless,  its

mechanism of action is  not yet elucidated.  h this work the  effect of sodium azide

QTIN3), a known mitochondrial respiration inhibitor, was assessed on the induction of

bud break in  grapevine  cv.  Thompson  Seedless, and its effect at the molecular level

compared with those  produced by HC  applications  and  chitling  treatments.  Results

showed that both HC and NIN3 stimulate bud break in grapevines in a sin.Jar fashion.

Moreover, both compounds promoted the transcription of genes related to the  anti-

oxidative  system,  such  as  glutathione  reductase  (WGR)  and  glucose-6-phosphate

dekydrogenase  (WG6PDH),  and  inereased  the  GSH/GSSG  ratio.  Both  compounds
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promoted also the transcription of 1,3-P-glucanases (VvBGLUs), key enzymes on bud

endodormancy release Qinne ef cr/., 2001). On the other hand, in a previous study it was

observed that HC  increases whfie NIN3  decreases H202 levels within the bud tissue

q>erez ef c7/.,  2008); that is why the effect of H202 was assessed on the expression of

VvBGLUs, VvGR and VvG6PDH, and in bud brealk. Results showed that H202 did not

stimulate the expression of these genes and exhibited a marginal effect on bud break.

Finally, in this thesis is proposed that bud break stinulatory effect of HC and NaN3 in

grapevines  micht  be  due  to  respiratory  disturbances  which  increase  the  glycolytic

pathway  affecting  thus  the  glucose-6-phosphate  (G6P)  levels  within  the  tissue.  The

initial reduction in sugar levels in turn, micht act as a signal, inducing the transcription

of genes related with dormancy release and bud break.
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I. INTRODUCCION

1.1. Dormancia

Biol6gicamente, 1a dormancia es una respuesta frente a rna serie de estinulos como la

deshidrataci6n,   ]as   bajas   temperaturas,   el   fotoperiodo,   y  se   manjfiesta  como   la

suspeusi6n temporal del orecimiento.

1.1.1. Dormancia de yemas

Las  plantas  perennes  de  climas  templados  desarrollaron mecanismos para ajustar  su

creciniento y desarroHo a los cambios esfacionales. La sincronizaci6n del erecimiento y

desarrouo con las estaciones se conoce como "ciclo de dormancia" Gang, 1994). Este

ciclo cousiste en la altemancia de fases de crecimiento y de receso  a lo largo de las

estaciones a fin de asegurar la reproducci6n y permanencia de la especie. Las plantas

perennes  se  adelantan  a  los  cambios  estacionales  percibiendo  y  seusando  variables

ambientales.  Dado  que  los  canbios  en  el  fotoperiodo  son  absolutamente  regulares,

proveen por tanto de una sefial ideal para la sincronizaci6n del desarrollo de la planta

con ]os camhios estacionales Qirme ef crJ., 200]) Q7jg.I). Efectivamente, gran parte de

las plantas perennes lefiosas sensan y perciben el fotoperiodo a tra;v6s de los fitocromos

come rna forma de sincrorizar su creciniento y desan.ol]o a los cambfos de estaGi6n.
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Figura 1. Cambios en el fotoperiodo a lo largo de los afros 2006 y 2007 en la ciudad de Santiago de Cliile.

Las plantas perermes lefiosas desarrollan anualmente estructuras conocidas como yemas.

Estas estructuras entran en dormancia inducidas por el acortamiento del fotoperiodo. Las

yemas  dormantes  proveen  a  las.plantas  de  rna red  segura para  el  crecimiento  y  la

reproducci6n, si las condiciones anbientales son tales que provocan la muerte del,tejido

metab61icamente activo, como por ejemplo las heladas inteusas, y posteriormente, son

las  encargadas  de  reanudar  el  crecimiento  de  la planta rna vez  que  las  condiciones

ambientales asf lo permiten (Gil,1997).

La d6rmancia desde  un punto  de  vista  operativo  ha sido  clasificada  en tres  estadios

definidos  como  paradormancia  G'D),  endodormancia  (.ED)  y  ecodormancia  @CD).

Durante la PD  o  dormancia estival,  el crecimiento es inhibido por factores originados

fuera de la yema (ejemplo: dominancia apical), en la ED el crecimiento esta reprimido

por factores end6genos de la yema, y durante la ECD, el brote de la yema esta inhibido

por  las  condiciones  desfavorables  para  el  crecimiento  (Lang,  1987).  A  medida  que

progresa  el  otofro,  el  acortamiento  de  los  dias  y  las  bajas  temperaturas  inducen  la

endodormancia a]D). La ED se conoce tambi6n como "dormancia invemal o dormancia

profunda". La entrada, mantenci6n y salida de las yemas de la ED ha sido amplianente
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estudiada debido a la importancia que tiene para la horticultura y la fruticultura por el

papel que juega tanto en la sobrevivencia como en la adaptaci6n de las plantas. Definir

un estado dormante en rna planta es dificil, dado que un tejido puede pasar de un estado

dormante a otro sin ningiin cambio fenotipico. Sin embargo, aunque no hay crecimiento

ni cambios visibles, la dormancia es rna etapa fisiol6gica y bioquinicamente activa en

el desarrollo de las yemas (Young ef CZJ.,  1973).

En  frutales  caducifolios,  1a profundidad  de  la  dormancia  se  ha  estudiado  utilizando

estacas de rna yema, 1as cuales se someten a condiciones que promueven la brotaci6n y

los  resultados  se  expresan  como  porcentaje  de  brotaci6n  en  un  periodo  de  tiempo

definido, o como el tiempo que se requiere para que el 50% de la poblaci6n de yemas

brote (BR5o) (P6rez ez cz/., 2007).

1.2 Meristema apical de la yema.
E=

1.2.1. EI bloqueo de los plasmodesmos durante la endodormancia.

El meristema apical 04A) de la yema produce el tejido meristematico que da lugar a los

6rganos  a6reos  de la planta.  La organizaci6n celular basica del MA consta de c6lulas

indiferenciadas que en ciertos aspectos se parecen a las c51ulas troncales de los animales.

El     ciclo   de   dormancia  puede   ser  analizado   en  t6rminos   de   los   cambios   en  la

comunicaci6n  c5lula  -  c61ula  del  MA  (van  der  Schoot  y  Rirme,  1999),  y  la  parte

simpldsmica de esta red esta constituida por los plasmodesmos que interconectan todas

las  c6lulas  del  MA  G]ig.  2A).  El  espacio  simplasmico  provee  de  una ruta directa de

sefializaci6n  c51ula   -   c51ula  (Bergmans   ef  cz/.,    1993).   Los  plasmodesmos   son  las

conexiones   intercelulares   que   permiten   el   transporte   c51ula-c61ula   de   azticares,



aminoacidos, iones inorginicos, proteinas, y acidos nucleicos entre las c61ulas vegetales

(Lucas  ef CZJ.,  1993). A pesar de que todas las c51ul-as del MA estin interconectadas a

trav6s de los plasmodesmos, no todas estin en el mismo estado de desarrollo qiinne  y

van  der  Schoot,  1998).  Durante  el  ciclo  de  dormancia  el  MA  pasa  a trav6s  de  tres

estados secuenciales de comunicaci6n c51ula-c61ula: i) Online, estado proliferativo, con

c51ulas fisiol6gicamente activas y en divisi6n, con un continuo intercanbio de materia e

informaci6n; ii) El estado Offline, de desconexi6n celular, donde la comunicaci6n esta

suspendida;  iii)  Estado  Standby,  rna  condici6n  de  espera,  donde  las  c61ulas  estin

reconectadas, pero inactivas Qirme ef c!/., 2001) (Fig. 28).

Via §impEasmica {a giv6s de] Citop[asma)

Dispenfrofl

de 69ve

§fandty
accdc}rtut

BJBB cues

\`;:=
5anzacfon
ftcomce

i]3rmuRIc
§mtasa

EL
TENRTJ3#quen          r!AIH          F';lh

Offline
eF]dodsmarfe

Figura 2. Comunicaci6n a trav€s de plasmodesmos en c€lulas vegetales. A: Representaci6n de un plasmodesmo entre dos c6lulas

vegetale§.   8:   Ciclo   de   dormancia  en   Abedul   (Befu/c!  pcibesceus).   El   modelo   muestra   las   alteraciones   ciclicas   inducidas

anbientalmente ep la red de comunicaci6n simpldsmica del meristema apical,

Se ha demostrado que la restauraci6n de la organizaci6n simplasmica del meristema es

indispensable para la liberaci6n  de  la domancia de  yemas  y para asumir un  estado

competente de proliferaci6n aiinne ef c!/., 2001).
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1.2.2.  1,3-P-Glucano  sintasas,  1,3-B-Glucanasas  y  su  papel  en  la  dormancia  de

yemas

La  callosa es  un polisacdrido  de  las  plantas.  Esta compuesto  de residuos  de  glucosa

unidos a trav6s de enlaces beta  1,3  y se denomina Beta Glucano.  Se  encuentra en los

plasmodesmos, en las placas de c61ulas en divisi6n y durante el desarrollo del polen. Se

ha  observado   en  plantulas  de  Abedul  (Beza£Jcz  pc¢besce7?s)   que  al  ser  sometidas  a

fotoperiodos cortos, se forman esfinteres de glucano en los plasmodesmos de todas las

c6lulas   del  meristema  apical   QIA)   de   la  yema,   1o   que   implica  un  aislamiento

simpldsmico. Aparentemente, la presencia de estos esfmteres estaria relacionada con el

estado  de  ED  (Rirme  ef  cz/.,  2001).  La  enzima  1,3-P-Glucano  sintasa  (GS,  tambi6n

conocida  como  callosa  sintasa)  es  rna proteina  integral  de  membrana  que  sintetiza

91ucanos a partir de UDP-glucosa entre la membrana plasmatica On) y la pared celular

Q'C) y seria la responsable de este aislaniento simplasmico (Lucas ef cr/.,  1993). Estas

enzimas  son de importancia central en el normal  desarrollo  de la planta,  ya que  son

necesarias para la biosintesis de la pared celular.  La GS  es tanbi6n responsable de la

sintesis de 1,3-a-glucanos en respuesta a heridas, esties fisiol6gico o infecciones (Stone

y Clarke,1992).

Para que las yemas se liberen de la endodormancia, 1os esfinteres plasmodesmales deben

degradarse. Las enzimas  1,3-P-Glucanasas (BGLUs) catalizan el clivaje de las uniones

1,3-P-glucosidicas en 1,3-P-glucanos y son conocidas como proteinas PR (relacionadas

a patog6nesis),  pertenecientes  a la familia PR-2  (van Loon,  1999).  Aunque  el  mayor

inter6s  en  estas  enzimas  radica  en  su  posible  papel  en  la  respuesta  de  plantas  a
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microorganismos  pat6genos   y  respuesta  a  heridas   (Kombrink  y   Somssich,   1997;

Leubner-Metzger y Meins,  1999),  existe  fuerte  evidencia  que  estas  enzimas tambi6n

estali  implicadas  en  diversos  procesos  fisiol6gicos  y  del  desarrollo  en  plantas  no

infectadas,  incluyendo  divisi6n  celular  (Waterkeyn,  1967),  embriog5nesis  y  floraci6n

(Leubner-Metzger y Meins, 1999). Las glucanasas se ban encontrado tanbi6n durante la

germinaci6n  de  arvejas  (Pz.sc477e  sc}fz.vzj77e;  Petmzzelli  ef  cr/.,   1999),  cebada  (Hordeaf773

1;"/grzre; Ballance ef cz/.,  1976), malz (Zecz 7#eyLs;  Cordero ez cz/.,  1994), y trigo (rrz.zz.c2j7%

czeszz.v#772; Caruso ez cz/.,1999).

1.3. Dormancia en Vitis

Como la mayon'a de las plantas perennes lefiosas, la vid crece y se desarrolla a trav6s de

un ciclo  continuo  de  dormancia y crecimiento  (Pacey-Miller ef cz/.,  2003).  En la vid,

cada hoja de un tallo  en crecimiento  presenta rna yema  axilar,  1a  cual  se  desarrolla

durante  el  verano,  y  se  toma  dormante  al  final  de  la  temporada  de  crecimiento

Q4athiason eJ crJ.,  2008), esto es, a fmes de enero en el hemisferio sun. Son estas yemas

dormantes  o  latentes  las  respousables  de  reanudar  el  crecimiento  de  la  planta  a

comienzos de la prinavera siguiente.

En 7rz.fz.s, la regulaci6n ambiental tanto del cese del crecimiento como de la entrada en la

ED  de la yema varia entre los genotipos. Algunos genotipos se vuelven dormantes en

respuesta   a   fotoperiodos    decrecientes   mientras    que    otros   requieren    de   bajas

temperaturas,  o  ambos,  para  inducir  la  ED  (Fannell  y  Hoover,   1991;  Schnabel  y

Wample,  1987). Estudios en yz.fz.s 7'zPcz7'z.cr indican que la inducci6n de la ED de yemas

por fotopen'odos cortQs es mediada por fitocromos y es heredable (Fannell ef c!/., 2004).
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1.4. Requerimientos de frio en frutales.

1.4.1. Problemas de brotaci6n en frutales y la utilizaci6n de agentes promotores de

brotaci6n.

Se considera que el frlo juega un papel dual durante el desarrollo de la dormancia. En

rna primera etapa las bajas temperaturas contribuyen a profundizar la intensidad de la

dormancia. U.na vez que se ha aleanzado la dormancia profunda o endodormancia (ED),

el fi±o contribuye a la salida de este estado. Asi, mientras mayor es la exposici6n al frio,`

menor  es  la  profundidad  de  la  dormancia  de  los  tejidos,  aumentando  con  esto  su

capacidad de responder a condiciones estimulantes del crecimiento (Gil, 1997).

Uno   de  los   desafios   que  la  industria  horticultural  ha  enfi.entado  por  afros   es  la

producci6n econ6Inica de frutos templados (o relativanente de altos requerimientos de

fri'o) en climas calidos, debido a la falta de frio invemal suficiente para liberar las yemas

vegetativas y florales de la ED (Arora ef cz/.,  2003). En regiones de inviemos calidos, el

mayor obstaculo para la producci6n de frutos de clima templado,  es producido por la

prolongaci6n excesiva del estado de ED (Shulman ez cr/.,  1983), 1o que aparentemente

tiene como cousecuencia rna brotaci6n retrasada y no uniforme QTir y Lavee, 1993).

Actualmente, 1a salida de la ED debe ser inducida mediante la utili.zaci6n de compuestos

rompedores de dormancia (y/o promotores de brotaci6n), para compensar la falta de frio

natural,   y   esta  pfactica  es   indispensable  para  la  mantenci6ri  de   una  producci6n

econ6mica   sustentable   en  estas  regiones   a]rez,   1987).   Los   compuestos   efectivos

disponibles actualmente son costosos y significan un riesgo de dafio a las yemas dado su

fitotoxicidad   ¢rez,   1987;   Or   ez  CZJ.,    1999).   Asi,   se   hace  necesario   entender  los
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mecanismos biol6gicos involucrados en la dormancia de yemas para la manipulaci6n de

su tiempo de brotaci6n.

La compleja red de procesos bioquimicos y celulares responsables  de la regulaci6n y

ejecuci6n de la salida de dormancia d`e yemas no ha sido caracterizada (Seeley, 1994).

El  agente  quinico  conocido  como  cianamida  hidrogenada  (HC)  es  el  compuest6

rompedor de dormancia mss utilizado (Shulman ez cz/.,  1983;  Or e/ cr/.,  1999; Halaly ef

cz/.,  2008). Aunque el mecanismo por el cual ejerce su efecto no esta claro aiin. Aparte

de  HC,  sefiales  de  estr6s  como  altas  temperaturas  (estr6s  t5rmico  o  "heat-shock")  y

anaerobiosis se ham reportado como liberadores de dormancia de yemas (Lavee y May,

1997).  Sin  embango,  atn no  es  claro  si  estos  estinulos  extemos  gatillan rna misma

cascada de eventos bioquinicos y celulares en estas yemas. El hecho de que una amplia

variedad de factores puedan romper el estado de dormancia, sugiere la existencia de vias

y componentes universales clave en el ciclo de dormancia (Lang,  1987). De este modo,

la   identificaci6n   de   genes   con   similares   patrones   de   expresi6n   posterior   a   las

aplicaciones  de  diferentes  agentes  liberadores  de  la  domancia puede  constituir` rna

herramieuta potente para la identificaci6n de vias que se activan durante la salida de la

dormancia (IIalaly ef cr/., 2008).

1.5. Vfas metab6licas relacionadas con la salida de yemas de la ED.

1.5.1. Estr6s y estado oxidativo de la yema.

La aplicaci6n de cianamida hidrogenada QIC) provee de un sistema controlado para el

analisis  de la salida de  las yemas  de vid  de la ED,  con rna respuesta relativamente

uniforme de la poblaci6n de yemas, 1o que permite la detecci6n de cambios metab61icos
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tempranos  luego  de  la  aplicaci6n  de  este  estinulo  quinico  (Or  ef  c!J.,   1999,  2002).

Usando este sistema se ha demostrado previamente que la expresi6n y la actividad de

catalasa  (CAT),  rna  enzima  que  detoxifica  H202  en  yemas  de  vid,  es  inhibida

irmediataniente despdes de la aplicaci6n de HC QTir ef a/.,  1986; Or ez crJ., 2002), y po.r

tanto,  1os niveles  de H202 aumentan en los tejidos de las yemas  Q'6rez y Lira, 2005;

P6rez ef cz/.,  2008). Basado en ello, se ha especulado que la aplicaci6n de HC lleva al

desarrollo  de  estr6s oxidativo,  y se ha considerado  como un factor que promueve  la

salida de la ED de yemas.

1.5.2.  Activaci6n  de  vias  antioxidativas,  ciclo  ascorbato-glutati6n  y  via  de  las

pentosas fosfato.

Tohbe ef CZJ.  (1998a,  1998b) demostraron que la aplicaci6n de glutati6n reducido (GSH)

producia la  salida  de  ED  en yemas  de  vid,  mientras  que  la  aplicaci6n  de  glutati6n

oxidado  (GSSG)  inhibia la brotaci6n de  estas  yemas.  A partir  de  estos resultados  se

infiri6 que la brotaci6n debe estar bajo el control de la relaci6n GSH/GSSG en el tejido

de  la  yema.  Existen  antecedentes  que  sefialan  que  altas  concentraciones  de  GSSG

inhiben la sintesis de proteinas, por ello es necesario que el pool de glutati6n reducido

(GSID se regenere para asf poder sustentar un metabolismo normal durante el periodo de

desarrollo  y  crecimiento  (Kranner  y  Lutzoni,    1999).  La  reacci6n  de  reducci6n  del

91utati6n oxidado a reducido  es catalizada por la enzima glutati6n reductasa (GR). En

plantas,  el  glutati6n forma parte  de  un  sistema  de  detoxificaci6n  de  H202,  conocido

como el ciclo ascorbato-glutati6n (CAG) Q7ig. 3). La reacci6n peroxidasa inicial de este

sistema utiliza ascorbato (ASC) como antioxidaute y produce dehidroascorbato (DIIA)
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por   acci6n  de   la  enzima  ascorbato   peroxidasa   (APX).   El   ascorbato   es   entonces

regenerado   en   rna   reacci6n   dependiente   de   GSH,   catalizado   por   la   enzima

dehidroascorbato reductasa @HAR). En esta ultima reacci6n se produce GSSG, que es

finalmente reducido a GSH en rna reacci6n que involucra a GR y NADPH. @alton ez

c,'.,  1986).

HTEfe:REX
::::X
GSSG`      .+NADPH   +   H+

esADP+

Figura 3.  Ciclo  ascorbato-glutati6n  (CAG). Via de  6xido-reducci6n involucrada en la detoxificaci6n  de per6xido  de hidr6geno
ur202). Enzimas: a, ascorbato peroxidasa (Apxp;. b, deshidroascorbato reductasa OJHAR); c, glutati6n reductasa (GR).

La  formaci6n  de  GSH  a  partir  de  su  forma  oxidada  es  dependiente  de  NADPH

producido por la via de las pentosas fosfato (VPF), y por tanto, esta via puede activarse

en respuesta a rna disminuci6n de  GSH  (Clancy  eJ crJ.,  1994).  La enzima glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (G6PDID es la primera enzima de la Vi'F y utiliza glucosa-6-

fosfato (G6P) para convertirla en 6-fosfogluconolactona, y durante ese proceso se genera

rna mol6cula de NADPH a partir de NADP+.  Se ha sugerido que la actividad de esta

enzima  estari'a regulada a nivel transcripcional,  ya sea por los  niveles  de  H202  o  de

azdcares metabolizables dependiendo de la especie y del tejido en cuesti6n (Hauschild y

von Schaewen, 2003).

Por otra parte, se ha propuesto recientemente que la liberaci6n de las yemas desde la ED

involucra perfurbaciones en la respiraci6n mitocondrial de las yemas a'6rez ef cz/., 2008).

En el presente trabajo  se utiliz6 un inhibidor de la respiraci6n mitocondrial,  azida de

sodio (NaN3), con el objeto de estudiar su efecto sobre la salida de las yemas de la ED y
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comparar  su  efecto  a  nivel  molecular  con  los  efectos  de  HC,  el  conocido  agente

rompedor  de  la dormancia en yemas.  Los  resultados  mostraron que NaN3 indujo  de

forma silnilar que HC la brotaci6n de las yemas de vid. Ambos compuestos estimularon

las   vias   CAG   y   VPF   favoreciendo   la   relaci6n   GSH/GSSG   y   promovieron   la

transcripci6n de genes que codifican para 1,3-P-glucanasas, enzima clave en la salida de

las  yemas  de  la ED.  Adicionalmente,  se  estudi6  el  efecto  del  filo  y  del  H202  sobre

alguno de los factores involucrados en la salida de las yemas de la ED.



H. IHPOTESIS

"Si el efecto de los agentes quinicos rompedores de dormancia es mediado por H202, y

a su vez, sustituyen el efecto del ffio en la inducci6n de la brotaci6n de yemas de vid,

entonces,  el H202,  el  fiio  y  los  agentes  qur'micos  debieran  activar  las  mismas  vias

metab6hcas en las yemas de vid."

IH. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el ffio, y el per6xido de hidr6geno estimulan las mismas vias metab6licas

que los agentes rompedores de dormancfa.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Disefio de partidores especificos para genes de 1,3-PGlucanasas de clase I, Glutati6n

reductasa y Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa.

-Evalunci6n del efecto de agentes rompedores de domancia sobre la brotaci6n de yemas

endodormantes de vid, y seguimiento de perfiles de expresi6n de genes de interes.

-Determinar si el efecto liberador de dormancia ejercido por cianamida es mediado por

per6xido de hidr6geno.

12



V. MATERIAIES Y RETODOS

5.1. Material vegeta].

Las yemas de Vid (yjfjs vj#zJe#tz L) cv. Thompson Seedless, se colectaron en Santiago,

desde  la  estaci6n  experinental  La  Pladra,  del  lnstrfuto  Nacional  de  Investigaci6n

AgropeouariaqNIA).Lasvarasde8-10yemasfueroncolectadasaprincipiodeJinio.

5.2. Inducci6n quinica de salida de dormancia.

Los tratamientos promotores de la brotacich se aplicaron a comienzos de Junio, cuando

las yemas se encuentran todavia en etapa endodormante, de acuerdo con las ourvas de

domancia dctermin@das prewianente @erez ef clJ., 2007). Las cafias que condenen 8-10

yemas fueron cortadas en esquejes o estacas de una sola yema y separadas en tres grupos

de 30 yemas cada uno. El primer grupo fue pintado con una solucich de 5% (v/v) de

Dormex (SKW, Trotsberg, Gemany; 49 % v/v HC), el segundo grupo fue pintado con

una soluci6n   2% a/v) de azida de sodio QTIN3) (Sigma, USA), y el tercer grupo se

pint6 con agua destilada como control. Despdes de los tratamientos, 1os esquejes fueron

montados  en  rna plancha  de polipropfleno  y se  dejaron flotando  en  agua dentro  de

contenedores  plasticos.  Las  bandejas  pfasticas  se  transfirieron  a  rna  edmara  de

creciniento, sometidas a condiciones forradas de creciniento, esto es a 23 ± 2°C bajo

14 h de luz 350  prmol in-2s-1. El porcentaje de brotaci6n foe utilizado para evaluar el

efecto de los tratamientos en ]a salida de dolmancia.

13
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5.3. Tratamientos con per6xido  de hidr6geno  e inhibidores  de actividad catalasa,

aminotriazol (AMT) y acido salicflico (SA).

Los  tratamientos  promotores  de  la brotaci6n  se  aplicaron  a  comienzos  de  Juno.  EI

primer grupo fue pintado con rna soluci6n de 50/o (v/v) de Domex (SKW, Trotsberg,

Germany; 490/o v/v HC),  el  segundo  grupo  fue pintado  con rna soluci6n  1°/o  (v/v)  de

per6xido de hidr6geno (H202), el tercer grupo fue pintado `con rna soluci6n 1% (v/v) de

per6xido  de  hidr6geno  y  2%  a/v)  de  3-amino-1,2,4-triazQl  q202+AMT),  el  cuarto

grupo fue pintado con rna soluci6n 1°/o (v/v) de per6xido de .hidr6geno y 2% to/v) de

acido salicilico (H202+SA) y el quinto grupo se pint6 con agua destilada como control.

Despu6s   de   los   tratamientos,   1os   esquejes   fueron  montados   en  una  plancha   de

polipropileno  y  se  dejaron  flotando  en  agua  dentro  de  contenedores  plasticos.  Las

bandejas pldsticas se transfirieron a rna cinara de crecimiento, sometidas a condiciones

forzadas de crecimiento (FC), esto es a 23 ± 2°C bajo  14 h de luz 350  LLmol in-2s-1. EI

porcentaje  de  brotaci6n fue utilizado  para evaluar el  efecto  de  los  tratamientos  en la

salida de dormancia.

5.4. Extracci6n y purificaci6n de RNA.

EI RNA total fue extraldo de yemas de vid de acuerdo al protocolo descrito por Noriega

ef CZJ.  (2007) para los distintos tratamientos (IIC, NaN3, H202, Control) en 16s dias 2, 8 y

14 post-trataniento bajo FC. La selecci6n de esos dias se hizo en base al conocimiento

previo  de  que  el  efecto  de  HC  sobre  las  yemas  ED  de  vid provoca  el  inicio  de  la

brotaci6n luego de alrededor de 2 semanas de aplicado el tratamiento. Asi los dfas 2, 8 y

14 reflejari'an los cambios que se producen ya sea luego de aplicado el tiatamiento, a la
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mitad  del tiempo  de  inicio  de  la brotaci6n  y  cercanos  al  momento  del  inicio  de  la

brotaci6n,  respectivanente.  Aproximadamente,   0.5   g  de  muestra  se  congelan  con

nitr6geno liquido y se muelen en un mortero hasta que se transforme en un polvo fmo y

luego, es mezclado en un tubo que contiene buffer CTAB (2% p/v CTAB, 2°/o p/v PVP,

0.1   M  Tris  toH  8.0),  25   mM  EDTA,  2  M  Nacl,   agua  DEPC)  y  2%  (v/v)  P-

mercaptoetanol.  La mezcla se agita vigorosamente mediante el uso de un v6rtex y se

mantiene en un bafio termorregulado a 65°C durante 30 minutes, con agitaciones cada

10 minutos. Posteriormente,1a mezcla se vierte en un tubo plastico con lana de vidrio,

contenido dentro de un tubo Corex de 30 mL, para ser filtrado. El tubo se centrifuga a

400g durante 10 mirmtos a 4°C. El filtrado es traspasado a otro tubo Corex de 30 mL y

es  lavado  2  veces  con  1  volumen  de  cloroformo:  alcohol  isoamilico  (24:1),  1a  fase

acuosa  se   separa  mediante  la  centrifugaci6n  del  tubo   a  2000g  por  20  minutos.

Finalmente,1a fase acuosa recuperada se mezcla con 2 -2.5 volinenes de etanol 100%

(v/v) para la precipitaci6n del RNA durante la noche a -20°C. EI RNA precipitado es

recuperado mediante la centrifugaci6n del tubo a 2000g por 20 minutos a 4°C. Luego de

centrifugar,  se descarta el sobrenadante, y  el pellet se lava suavemente  con  1  mL  de

etanol  70%  (v/v),  y  luego  se  deja  secar  bajo  canpana  durante  20  -  30  minutos.

Finalmente,  el  precipitado  se  resuspende  en  500  LIL  de  H20  DEPC.  Es  habitual

encontrar  contaminaci6n  con  DNA  en  este  procedimiento,  asi  que  con  el  fin  de

prevenirla, se hace necesario tratar los extractos.de RNA con 5 U de DNAsa (10 U/LIL,

Winkler) por cada 1  LLg de RNA, a 36°C durante 30 minutos, y 2 minutos a 85°C para

desactivar   la  DNAsa,   y   evitar  posibles   problemas   posteriores   en   los   PCR.   La
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contaminaci6n con DNA en las preparaciones de RNA se cheque6 mediante PCR (35

ciclos: 30 segundos a 94°C de denaturaci6n, 30 segundos a 55°C para el apareaniento

de  los  partidores y 45  s`egundos  a 72°C  de  exteusi6n),  usando  partidores  del  gen  de

actina  para  7:   1/i.7zzJe7~cz  (c6digo  de  acceso:  AY680701).  Los  extractos  luego  de  ser

tratados con DNAsa son sometidos a una purificaci6n que consiste en mezclar el RNA

con 1 volunien de Nat 6 M, 0.5 volinenes de etanol 100% (v/v) y 15 -25 HL de silica

en Nal 3 M (100 mg/inL). La mezcla se agita cada 2 minutos, hasta completar un tiempo

de  10  minutos,  a temperatura ambiente.  Se  centrifuga  la mezcla  durante  1  minute  a

13000g.  Luego  de  descartar  el  sobrenadante,  el  pellet  (silica  que  contiene  el  RNA

extraldo) se lava con 0.5 mL de buffer de lavado (10 mM Tris pH 7.5, 50 mM Nac1, 2.5

inM  EDTA,   500/o  v/v  Etanol).   Despdes   de  centrifugar   1   minuto,   se   descarta  e|.

sobrenadante y se repite  el lavado 2 veces mas. Luego  de la ultima centrifugaci6n,  el

sobrenadante se descarta y el pellet se deja secar bajo campana durante 30 minutos. EI

RNA adherido a la silica se separa mediante la resuspensi6n del pellet con 50 -100 LtL

de  H20  DEPC.  La muestra  se  centrifuga  durante  2  minutos  y  el  sobrenadante  que

contiene el RNA se recupera, y se guarda a -80°C hasta ser utilizado para experimentos

posteriores.

5.5. Cuantificaci6n de RNA.

La cuantificaci6n del  RNA extraldo  se  11ev6  a cabo  espectrofotom5tricamente,  a rna

longitud de onda. de 260 nm.
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5.6. Sintesis de CDNA.

La mezcla de reacci6n contiene  5  LLg de RNA,  1  LIL Oligo  (dT)12.18  0.50  Hg/LIL,  1  prL

dNTP Mix 10 mM, y H20 DEPC hasta completar un vo|umen total de 14 LIL, la mezcla

se mantiene 5 minutos a 65°C, 1uego se incuba 2 minutes a -20°C. Posteriormente a la

mezcla se le agregan 4 LiL de Buffer 5X (250 mM Tris-Hcl pH 8.3, 375 mM Kcl,  15

mM Mgc12),1  HL DTT 0.1M y 1  prL SuperscriptTM Ill RT (200 U/prL Invitrogen USA).

Las  condiciones de incubaci6n para la sintesis de CDNA fueron 30 minutos a 50°C y

luego 15. minutes a 70° C para la inactivaci6n de la reacci6n.

5.7. Reacciones de PCR.

Cada reacci6n de PCR se realiz6 en un volulnen fmal de 12.5 ILL. La mezcla de reacci6n

contiene  1  LIL de CDNA.  Luego se agregan 0.25  prL de cada partidor ®reparado a una

concentraci6n de  10 LLM), 0.1  LIL Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/ILL Invitrogen

USA),  0.25  ILL  de  dNTP Mix  10 mM,  0.3  prL Mgc12  50  mM,  1.25  HL  de  lox PCR

Buffer  (200  mM  Tris-Hcl  pH  8.4. y  500  inM  KC1)    y  9.1  ILL  de  H20  DEPC.  Las

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un temociclador (Thermocycler MJ Research

(PTC-150)).  El  programa  de  PCR  consiste  en  35   ciclos  (30   segundos  a  94°C  de

denaturaci6n, 30 segundos a 55°C para el apareamiento de los partidores y 45 segundos

a 72°C de extensi6n). La extensi6n fmal fue a 72°C por 10 minutos. Los productos de

PCR se separaron en un gel de  agarosa 1.5°/o a/v) y corrido en buffer TAE IX (0.038
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M Tris,  1  mM EDTA,  1.1  0/o (v/v) acido ac6tico glacial) a 75 Volts y visualizado por

tinci6n con bromuro de etidio (1 HL,10 mg/inL).

5.8. Disefio de partidores.

Los partidores especfficos se disefiaron usando el software Primer3. qiozen y Skaletsky,

2000). Se disefiaron partidores especiflcos para las secuencias nucleotidicas 4e glutati6n

reductasa (VvGR) y 1,3-P-glucanasas (WBGLUs) basados en la informaci6n de la base

de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y en el caso del disefio de partidores

para la secuencia nucleotidica de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (WG6PDH) de  7{

1;z.72z7e7`cz,  se  bas6  en  la  informaci6n  perteneciente  a  la  base  de  datos  de  EST  CAES

genomics     facility    de     la    Uhiversidad     de     California    qttp://cfg.ucdavis.edu).

Posteriormente, la informaci6n fue corroborada en la base de datos gen6mica de  7rz.fz.S

GENOSCOPE qxp://www.genoscope.cns.fr/vitis) (Tabla 1  y 2). En todos los casos la

existencii de la proteina correspondiente  se  supone  en base  a la evidencia a nivel  de

transcrito.

Tabla 1. C6digos dc secuencias de 1£-P-glucanasas, Glutati6n reductasa y Glucosa-6-fosrato desliidrogenasa en las diferentes
bases de datos.

Gen AbTeviatura NCBI GENOSCOPE
Glutati6n reductasa VvGR AF019907 GSVIVT0002384.800l

1,3-B-glucunsa VvBGLIJ78 AJ277900 GSVIVT0002534100l

1,3-B-glucanasa VvBGLU22 AF239617 GSVIVT00033125001

AbreviatuTa Genondcs GENOSCOPE
Glucosa-6- deslndro VvG6PDH CTG1030637 GSVIVT00020574001
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Tabla   2.   Partidores   disefiados   para   las   secuencias   de   1,3-a-glucanasas,   Glutati6n   reductasa   y   Glucosa   6-fosfato

deshidrogenasa.

Norribre Partidor Secuencta Parddor 5' i> 3 ' Tunaiio AmDlifilcado
VvBGLU78  Fw GGTTGGAAATGAAGTAAGCCC 567 pares de basesI
VvBGLU78  R:y CACGTAAGTCTCGATAGGCC

Norrll)Te PurtidoT Secuencia Pa[nddor 5' `> 3' Tamafio Arxplifiicado
VvBGLU22  Fw GTATGCTATGGAATGCTAGGC 735 pares de bases
VvBGLU22  Rv CCCGGCAGACGGCCAGC

Nombre Panddor Secuencia Pc[nddor S' i> 3' Tanaho Anxplifiicado
VvG6PDH   Fw CGCCAGGGATTCTTACACTC 559 pares de bases
VvG6PDH   Ry CAATGTTGTCACGGTTCCAG

Nombre Partldor Secuencia Partidor 5' } 3 ' Tanafro Arngliflcado
VvGR   Fw GTrrrGCAGTI'cGAGCAGAG I   454 pares de basesI
VvGR   Rv TrTccATccACGTCAACTGT

5.9. Estimaci6n del nivel de transcritos.

La  abundancia de  los  transcritos  se  determin6  usando  el  software  de  analisis  MCID

(InterFocus Imaging Ltda., UK) y los valores se estandarizaron con la expresi6n del gen

de actina de 7: iJz.77z/ercz (c6digo de acceso: AY680701).

5.10. Secuenciaci6n.

Para el analisis de secuencias los DNAs amplificados mediante PCR fueron purificados

usando  Montage  PCR  Filt:r  Units   Orillipore,  Amicon  USA).   Las  reacciones  de

secuenciaci6n se  llevaron a cabo  con 2  LIL  de DYENAMIC ET Terminator cycle kit

(Amershan Bioscience) y 5 pmol de partidor en un volumen de reacci6n de 10 LIL. Los

fragmentos para secuenciar se separaron y analizaron con un secuenciador de 4 capilares

ABI  PRISM  3100-Avant  Genetic  Analyzer  (Applied  Biosystems)  perteneciente  al

Laboratorio de Gen6tica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, a cargo

del profesor Victor Cifuentes.
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El kit de secuenciamiento requiere del DNA templado, que en este caso corresponde a

los fragmentos de PCR amplificados utilizando los distintos partidores disefiados para

los  experimentos  (Tabla 2).  La reacci6n de PCR se lleva a cabo  con s61o uno  de los

partidores especificos en un termociclador. El producto es rna hebra de DNA simple en

la cual el nucle6tido terminal esta marcado con rna sonda fluorescente.  Como s61o un

partidor es utilizado,  s61o  rna hebra es  copiada  durante  la secuenciaci6n.  Por ello  1a

reacci6n se repite utilizando el otro partidor, para asi obtener la secuencia de la hebra

complementaria.

5.11.. Medici6n de glutati6n.

El  ensayo  de  glutati6n  se  realiz6  mediante  el  sistema  de  reciclado  de  glutati6n  por

DTNB  (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic  acid))  y  glutati6n  reductasa  (GR)  G]ig.  4),  con

pequefias modificaciones del m6todo descrito por Smith (1985). Aproximadanente, 0.2

g de yemas de vid se molieron en nitr6geno liquido, usando mortero y pistilo, y luego se
/

homogenizaron  en  1  mL  5°/o  to/v)  de  acido  sulfosalicllico  (SSA).  Se  agreg6  1  mL

adicional.de SSA al homogenizado y se centrifug6 durarfe 10 minutos a 13000g. Para el

ensayo de glutati6n total (GSH + GSSG), 100 prL del sobrenadante se neutralizaron con

150 uL de buffer fosfato de potasio 0.5 M pH 7.5. Para el ensayo de GSSG, otros  100

ILL de sobrenadante se neutralizaron con 150 prL de buffer fosfato 0.5 M  pH 7.5 y 20 prL

de 2-vinilpiridin, 1a mezcla se agit6 vigorosanente hasta emulsi6n y fue incubado por 1

h a temperatura ambiente.  La funci6n del  compuesto  2-vinilpiridin es la de  atrapar el

91utati6n reducido. Ambos tubos se extrajeron dos veces con 0.5 mL dietileter y la fase

acuosa se diluy6 4 veces en soluci6n buffer (0.1  M fosfato de sodio, 5 mM EDTA, pH
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7.5). La mezcla de incubaci6n estindar contiene 0.5 mL de soluci6n buffer, 0.2 mL de

DTNB 6 mM y 0.1 mL del extracto diluido. La reacci6n se inici6 mediante la adici6n de

0.1  mL (1 U) de glutati6n reductasa (GR) de levadura tipo Ill (Sigma Chemical Co.) y

0.1  rfu de NADPH 2 mM. Los cambios en la absorbancia a 405 nm fueron seguidos a

temperatura ambiente por 2 minutos y se determin6 1a pendiente para cada curva. Para

cada muestra se determin6 el glutati6n total o GSSG mediante su respectiva pendiente

usando rna curva estindar de pendientes versus concentraci6n inicial de glutati6n.

av  -     u±

2H:2#-
Acido 2-Nitro-5 -tiobeflzoieo

h - 405 rm

Figura  4.  Esquema  de]  principio  del  sistema  de  reciclamiento  de  glutati6n  por  DTNB  y  GR  para  ]a  dcterminaci6n  de
glutati6n. En este esquema se ve que DTNB reacciona con el glutati6n reducido, generando un producto de color amarillo, el acido
2-nitro-5-tiobenzoico. EI GSH se produce a partir del glutati6n oxidado GSSG por acci6n de la enzima glutati6n reductasa (GR). La
concentraci6n de GSH en la muestra puede ser deteminada midiendo la absorbancia a 405nm.. La reacci6n colorinetrica es estable y
la intensidad  del  color  aumenta linealmente.  La velocidad  de  la reacci6n  de generaci6n  de  color  amarillo  es  dependiente  de  la
concentraci6n inicial de GSH, lo que le confiere rna pendiente caracteristica.



VI. RESULTADOS

6.I. Efeeto de HC y NaN3 sobre la brotaci6n de yemas de vid.

Se estudi6 la brotaci6n de yemas de vid bajo condiciones de brotaci6n forzada en estacas

de rna yema colectadas a princjpio de Julo en el valle del Mipo, dado que en esa fecha

las yemas  estin  endodcrmamtes  de aouerdo  a la curva de profundidad de dormancia

deterinada previamente ¢6rez ez cz/., 2007). Tres grupos de 30 yemas cada uno fueron

analizados, un primer grupo foe tratado con cianamida hidrogenada (IRE) (2.5 % p/v), un

segundo grxpo foe tratado con azida de sodio QlchT3) (2% p/v), y al tercer grupo se le

apric6 agua, siendo este ultimo grupo el control. La aplicaci6n de los tratanientos de

HC y   NIN3  a las estacas adelant6 la brotaci6n de las yemas en comparaci6n con el

tratamiento control Gig. 5). ha brotaci6n de yemas tratadas con HC y NIN3 comenz6

luego de 13 dias en la cinara de crecimiento bajo condiciones folzadas y la brotaci6n

complcta foe alcanzada despu6s de 21 dias en las yemas tratadas con NIN3. La brotaci6n

de las yemas tratadas con IIC fue inicialmente nhs rdyida que aqrfellas tratadas con

NIN3, pero posteriormente la velocidad de brotaci6n de las yemas tratadas con NIN3

superb  a  aquellas tratadas  con HC.  En  el  caso  de  ]as  yemas  control,  la  brotaci6n

comenz6 el dia 20.

22
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Figura 5. Efecto de los tratamientos con cianamida hidrogenada arc) y azida de sodio O{aN3) sobre la brotaci6n de yemas
endodormantes de vid colectadas el 11 de Junio del 2007. HC se aplic6 al 2.5% a/v), NIN3 fue aplicado al 2% a/v), y como
control se aplic6 agua destilada. Luego de los tratamientos, las yemas se colocaron en una cinara de crecimiento bajo condiciones
forzadas. Cada grupo const6 de 30 yemas ED. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=l).

6.2. H202 presenta un efecto marginal sobre la brotaci6n de yemas de vid.

Debido a que la aplicaci6n de HC produce un aunento en los niveles de H202 en los

tejidos  de  yemas  de  vid  (P5rez  ef  crJ.,  2008)  se  analiz6  si  el  efecto  liberador  de  la

• dormancia que  ejerce la HC  esta o  no mediado  por H202.  Para este  fin se  evalu6  el

efecto de H202 solo y en combinaci6n con dos inhibidores de la actividad catalasa, que

son aminotriazol  (AMT; Allen y Whatley,  1978;  P6rez ez cz/.,  2008) y acido  salicilico

(SA; Dat ef crJ.,  1998; Perez y Lira, 2005), sobre la brotaci6n de yemas de vid.

La  respuesta  de  brotaci6n  de  las  yemas  se  midi6  como  porcentaje  de  brotaci6n  a

distintos tiempos despu5s  de los tratamientos.  En la figura 6 se puede apreciar que la

aplicaci6n de HC produj o los mejores resultados adelantando el inicio de la brotaci6n de

las  yemas  en  aproximadamente  10  dias  con respecto  al trataniento  control.  Por  otra
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parte, las aplicaciones de H202 adelantaron s61o 1evemente la brotaci6n de 1.as yemas en

relaci6n al tratamiento  control.  En el  caso  de la combinaci6n H202 +  SA y   H202 +

AMT,  el  resultado  no  mejor6  significativamente,  observindose  ademas  un  efecto

fitot6xico en las hojas en el tratamiento con H202 + AMT. En este experimento, el inicio

de la brotaci6n se ve retrasada en comparaci6n con el experimento de la figura 5. El

grupo  de  yemas  tratadas  con HC  se  retras6  7  dias,  y  el  grupo  control  en  10.  Estos

resultados indicarian que- las yemas ED de vid a inicios de Junio del 2008 se encuentran

mds profundamente dormantes que aquellas colectadas en Junio del 2007. Sin embargo,

en  ambos  experimentos,  para  el  caso  de  las -yemas  tratadas  con  HC,   se  alcanz6

aproximadamente el 80°/o de brotaci6n luego de 8 dias de iniciada la brotaci6n (Fig. 5 y

Fig. 6).

`0      19   \20    .22    `24     :2S    '29    30    3t\i  :32.    3§'    .ae    38    42    fi     46    ,50

Bias despues, del tratamiento (`DDT)

Figura 6. Efccto del per6xido de hidr6geno Q1202) solo y en combinaci6n con inhibidores de actividad catalasa (aminotriazol:
AMT;  £cido salicnico: SA) sobre la brotaci6n de yemas ED de vid colcctadas el 9 de Junio del 2008. El per6xido de hidr6geno
se aplic6 al 1% (v/v) en todos los casos. EI AMI' y SA se aplicaron al 2% a/v) cada uno. Luego de los tratanientos las yemas fueron
colocadas en una cinara de creciniento bajo condiciones forzadas (23°C, r6ginen de 14/10 horas luz/oscuridad). Cada grupo consta
de 30 yemas. Un grupo de yemas fue pintado con HC al 2.5 % a/v) y otro grupo con agua destilada como controles. La brotaci6n se
sigui6 durante 7 semanas y se evalu6 como porcentaje de brotaci6n en distintos tiempos.  Cada grupo const6 de 30 yemas ED. Los
resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).
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6.3. Anflisis bioinformftico de genes de P-1,3-glucanasas en y. tJJ.#zJer¢.

Utilizando como palabra clave Qceyword) "glucanase" en la base de datos de EST para

7{       i7z7ezJercr       de       la       Uriversidad       de       California       "genomics       facility"

Qttp://cgf.ucdavis.edu/homeo se identificaron 19 secuencias para 1,3-P-glucanasas, de

las cuales 9 eran CONTIG y 10 SINGLETON. Utilizando la base de datos gen6mica de

7:   vz.72z/ercz   GENOSCOPE   qttp://www.genoscope.cns.fro   y   la   herramienta   "Blat-

Search" (Kent, 2002) se identificaron 9 /ocz. correspondiente a cada uno de los CONTIG

de la base de datos de EST, ademas se identificaron 5 /ocz. utilizando las  10 secuencias

SINGLETON,  lo  que  da  un  total  de  14  genes  putativos  de  1,3-P-glucanasas  en  el

genoma de  J{  vz.7zz7ercz (Tabla 3). En el caso del analisis de P-1,3-glucanasas basicas de

7:  1;z.77z/ercz en la base de datos NCBI qttp:/fo.ncbi.nlm.nib.govo arroj6 8 secuencias las

cuales correspondieron a 4 genes putativos identificados en GENOSCOPE (Tabla 3).

Tab]a 3. Secuencias de 1£- Pnglucanasas de F{ vf.»z/€ra en ]as distintas bases de datos.

GENOSCOPE Genomics Facility NCBI

GSVIVT00025340001 CTG1028534; U68144 AJ245614.1;U68144.1

GSVIVT00036393001 CTG1029513

GsvrvTooo33i25ooi CTG1030057; U73709 DQ267748.1; AF239617.2; U73709.1

GSVIVT0002534100l CTG1032552 AJ277900.1; AF053750.1

GSVIVT0002533700l CTG1032910; BQ795670

GSVIVT00025946001 CTG1034282

GSVIVT00014622001 CTG1034673

GSVIVT00022223001 CTG1037265

GSVIVT00032980001 CTG103740l; BQ795788; CF413631

GSVIVT00025345001 C8006476

GSVIVT0001890600l C8982916

GSVIVT00019372001 CF207478

GSVIVT00027269001 CE6Nrl¢]7

GSVIVT00025346001 EU676806.1
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6.4.  Aislamiento  e  identificaci6n  de  dos  transcriptos  de  1,3-P-glucanasas  bfsicas

VvBGLU78 y VvBGLU22 en vid cv. Thompson Seedless.

En la base de datos de NCBI se encontraron 8 ,secuencias de 1,3-P-glucanasas basicas de

7:   1;z.7€z/e7.cr   (Tabla   3),   de   esas   8   secuencias   se   escogieron   2   (c6digo   de   acceso

AF239617.2 y  c6digo  de acceso  AJ277900.1)  dado  que  eran secuencias  completas  de

mRNA.  Utilizando  el  programa  Primer3   (Rozen  y  Skaletsky,   2000)  se  disefiaron

partidores especfficos (Tabla 2). El anplificado de PCR obtenido usando los partidores

especificos disefiados a partir de la secuencia AJ277900.1 se secuenci6 (ver materiales y

m6todos) y se le denomin6 VvBGLU78. El analisis Blastx de VvBGLU78 contra la base

de  datos  NCBI  mostr6  rna  identidad  del  96%  con  1,3-P-glucanasa  de  7rztz.s  J~zZ}czrz.cz

(c6digo de acceso ACD45060.1), rna identidad del 96% con 1,3-P-glucanasa de 7rztz.I ci7.

Jzz'brz.cJo  (c6digo  de  acceso BAF95876.1), rna identidad del  96%  con rna proteina sin

nombre de  7:  iJz.77zrercz (c6digo de acceso CA023359.1), una identidad del 94% con rna

proteina sin nombre de  7:  vz.77z/ercz (c6digo de acceso CA023363.1) y rna identidad del

94% con  1,3-P-glucanasa 7r.  iJz.73z/ercz (c6digo de acceso CA891554.1) Qrig.  7). Por otra

parte, el analisis Blat-Search (Blast-like alignment tool) agent, 2002), en GENOSCOPE,

mostr6  que VvBGLU78  comparte un 98.6%  de  identidad con un /ocafs ubicado  en el

cromosoma 8 (GSVIVT00025341001), que contiene 2 exones y un intr6n. La secuencia

no esta anotada como 1,3-P-glucanasa. Sin embargo, a partir del analisis de la secuencia

aminoaofdica   deducida   se  predice   que   la  proteina  participa  del   metabolismo   de

carbohidratos.
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Figura 7. Anflisis de identidad de secuencia aminoacfdica del fragmento amplificado de PCR para VvBGLU78 (Blastx en base
de datos de NCBD. VvBGLU78 presenta rna identidad del 96°/o con la enzima 1,3-a-glucanasa de  y.  rzparic! ACD45060, 96% con
1,3-P-glucanasa y. ky6rj.d c"Jfgivar BAF95876, 96% con proteina sin nombre de  y. iJ!.#IJera CA023359, 94% con proteina sin nombre
de   y.  v!.#I/era CA023363, y rna identidad del 94% con 1,3-P-glucanasa y. vz.#zJercz CA891554. La conservaci6n de aminoacido.s se
encuentra  sombreada,  en  negro  aquellas  secuencias  que  comparten  >  60%  de  identidad  y  en  gris  aquellos  aninoacidos  con  que
compalten propiedades similares de su cadena lateral R.

A parir de la secuencia AF239617  de  y.  1;z77z/ercz para  1,3-P-glucanasas basicas  de  la

base de datos NCBI se disefi6 un par de partidores especificos (Tabla 2). El amplificado

PCR obtenido con dichos partidores  se le denomin6 VvBGLU22 y fue secuenciado (ver

materiales   y  m5todos).   El   analisis   de  Blastx   en  NCBI   dio   como   resultado   que

VvBGLU22 presenta rna identidad del 99% con 1,3-P-glucanasa 7:  vz.J?z/ercz (c6digo de

acceso AAF44667.2), un 98% de identidad con 1,3-P-glucanasa de clase I de 7: 1;z.77zJercr

(c6digo  de  acceso A8882365.1),  un 78°/o  de  identidad  con  1,3-P-glucanasa de Hevecz

b7.c}sz./z.e72sz.s (c6digo de acceso ABN09655.1), una identidad del 78% con dos secuencias

de    1,3-P-glucanasa   de   ffevecr   brczsz./z.e77sz.s   /Z5rbo/   c7e   ca#cfeoJ    (c6digo   de   acceso

ABJ74161.1 y c6digo de acceso AAP87281.1) Gig. 8). Al mismo tiempo, se realiz6 un
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Blat-Search  en  la  base  de  datos  de  GENOSCOPE  que  muestra  que  VvBGLU22

comparte un 99.7% de identidad con un /oca/s ubicado en el cromosoma 5 de 7: 1;I.7cz/erc}

(GSVIVT00033125001),  que  contiene  6  exones  y  5  intrones.  La  secuencia  no  esta

anotada  como   1,3-P-glucanasa.   Sin  embargo,  a  partir  del  analisis  de  la  secuencia

aminoacidica  deducida   se  predice   que  la  proteina  participa   del   metabolismo   de

carbohidratos.
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Figura 8. Analisis de identidad de secuencia aminoacfdica de] fragmento amp[ificado de PCR para VvBGLU22 a}]astx en base
de  datos  de NCBD.  VvBGLU22  presenta una identidad  del 99%  con  1,3-a-glucanasa  de  y.v7.Horera AAF44667,  98%  con  1,3-8-
glucanasa  de   y.v!.#!/ercz  A8882365,  78%  con   I,3-P-glucanasa  de  ff.   Z7rasI./I.eusr.a  ABN09655,  78%  con  l,3-a-glucanasa  de  A.
brasjJz.eusis ABJ74161, y un 78%  de identidad con I,3-P-glucanasa de H. .bra5!./!.eusis AAP87281. La conservaci6n de aminoacidos se
encuentra  sombreada,  en  negro  aquellas  secuencias  que  comparten  >  60%  de  identidad  y  en  gris  aquellos  aminoacidos  con  que
comparten propiedades similares de su cadena lateral R.
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6.5.  Btisqueda  de  secuencias  para  glutati6n  reductasa  (GR)  y  glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa  (G6PDH)  en  y.  vz.HZJemL  Disefio  de  partidores,  secuenciaci6n  y

confirmaci6n de identidad de fragmentos ampliflcados de PCR.

Se  busc6  en  la  base  de  datos  de  NCBI  por  glutati6n  reductasa  de  7{  vz.77z/e7`c!  y  se

encontr6 s6lo la secuenoia AF019907, la cual fue utilizada para el disefio de partidores

(Tabla 2). El amplificado de PCR obtenido con dichos partidores fue secuenciado (ver

materiales y m6todos) y se le denomin6 VvGR.   El resultado del Blastx en la base de

dates de NCBI  dio como resultado un  100% de identidad con la secuencia de GR de

7:vz.7zzJercr  (c6digo  de  acceso  AA870837),  una  identidad  del  880/o  con  GR  de  Zz.7€7zz.cr

e/egr77s  (c6digo  de  acceso  BAD27394),  rna  identidad  del  85%  con  GR  de  Pz.szj7#

sczfz.va£7# (c6digo de acceso CAA62482), rna identidad del 83% con GR de G/ycz.J?e z72cz);

(c6digo de acceso AAF26175), y rna id5ntidad del 820/o con GR de  7rz.g7'z¢ #7eg"z.c"Jczf¢

(c6digo de acceso AB889041) (Fig. 9). El resultado del Blat-Search en la base de datos

de  GENOSCOPE  arroj6  que  VvGR  comparte  un  99.2%  de  identidad  con  un  /occ/S

ubicado  en  el  cromosoma  7  (GSVIVT00023848001),  que  consta  de  9  exones  y  8

intrones,  y  cuya  funci6n  molecular  predicha  es  la  de  tener  una  actividad  glutati6n

disulfro reductasa.
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Figura 9. Analisis de identidad de secuencia aminoac[dica del fragmento amplificado de PCR para VvGR (BIastx en base de
datos de NCBD. VvGR presenta rna identidad del 1000/o con GR de P:vl.]czJgrc! AA870837, 88°/a con GR de Z. e/egrus BAD27394,
85% con GR de P.  safinm   CAA62482,  83% con GR de G.  mczx: AAF26175 y un 820/o de identidad con GR de  y.  owgzf[.czi/c]/a
AB889041.  La couservaci6n  de  aminoacidos  §e  encuentra  sombreada,  en  negro  aquellas  secuencias  que  comparten  >  60%  de
identidad y en gris aquellos aninoicidos con que comparten propiedades similares de su cadena lateral R,

En   el   caso   de   la  btisqueda  de  rna  secuencia  para  la   enzima  glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa de  7:1;z.7cz/ercz,  6sta no se encontr6  en la base de datos  de NCBI, por lo

tanto se busc6 en la base de datos EST para y.  vz.72z/ercz de la Universidad de California

qap://cgf.ucdavis.edu). Ahi se encontr6 s61o rna secuencia, el CONTIG CTG1030637.

Esta  secuencia  fue  utilizada  para  el  disefio  de  partidores  especificos  utilizando  el

programa  Primer3  (Tabla  2).  El  fragmento  amplificado  de  PCR  obtenido  con  estos

partidores  se  le  denomin6  VvG6PDH  y  se  secuenci6  (vcr materiales  y  m6todos).  EI

Blastx de VvG6PDH contra la base de datos de NCBI dio un 100% de identidad con una

secuencia sin nombre de  7:  vz.J2z7e7.c7 (c6digo de acceso  CA014620), una identidad del

78% con G6PDH de j`4ledz.cczgo JczZz.vcr (c6digo de acceso AA841552), rna identidad del

83% con G6PDH.de £4rczbz.c7apsz.s f7zcr/z.cr7gcz (c6digo de acceso CA852675), rna identidad

del  79°/o  con  G6PDH  de  £4cZz.;7z.c7z.cz  chz.#e7?sz.s  (c6digo  de  acceso  ABR45722),  y  rna



31

identidad  del  86%  con  G6PDH  de IVz.coZz.crJ7cz  fczbcrc2/77z  (c6digo  de  acceso  CAA04993)

Q]ig.  10).  EI  Blat-Search  contra la bas`e  de  datos  de  GENOSCOPE  dio  un  99.8°/o  de

identidad con un /oczis ubicado en el cromosoma 14 (GSVIVT00020574001), que consta

de 15  exones y  14 intrones, y cuya funci6n molecular predicha corresponden'a a tener

rna actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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Figura 10. Analisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR para VvG6PDH (Blastx en base
de  datos de NCBD.  VvG6PDH presenta rna identidad del  100% con una proteina sin nombre  de  7:v!.#i/era CA014620,  78% de
identidad con G6PDH de A4:  scrfivcr AA841552,  83% con G6PDH de i4.  fha/jc}#c! CA852675,  79%  de identidad con G6PDH de .4.
chr.Hejrsis ABR45722, y un 86% de identidad con G6PDH de N.  /czhac"m CAA04993. La conservaci6n de aninoacidos se encuentra
sombreada,  en  negro  aquellas  secuencias  que  comparten  >  60%  de  identidad  y  en  gris  aquellos  aminoacidos  con  que  comparten
propiedades similares de su cadena lateral R.

6.6.   Identificaci6n   de   los    genes   putativos    de   los    transcritos   VvBGLU78,

VvBGLU22,  VvGR  y  VvG6PDH  en  la  base  de  datos  gen6mica  de  y.  vz.J!zJcm!

GENOSCOPE.

Los   resultados   del  Blastx   en  la  base  de   datos   de  NCBI   G7ig.7)   mostraron  que

VvBGLU78 presenta un 96% de identidad con rna proteina sin nombre de  7:  i7z.7gz7e7~c!

(c6digo  de  acceso  CA023359),  una  identidad  del  94%  con  1,3-P-glucanasa  de   7:

vz.72z/ercz (c6digo de acceso CA891554) y un 94°/o de identidad con proteina sin nombre
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de   7{   1;z.7zz/ercz   (c6digo   de   acceso   CA023363).   Analisis   en   la  base   de   datos   de

GENOSCOPE  sefialan  que  las  secuencias  cuyo  c6digo  de  acceso  son  CA023359  y

CA891554   en   NCBI   corresponden   a   rna   misma   secuencia   en   GENOSCOPE

(GSVIVT00025341001),   mientras   que   la   secuencia   cuyo   c6digo   de   acceso   es

CA023363 corresponde a GSVIVT00025346001  en GENOSCOPE (Tabla 4). La raz6n

por  la   cual  VvBGLU78   se   alinea  con   dos   secuencias   en  la  base   de   datos   de

GENOSCOPE se debe a que estas dos secuencias comparten rna identidad del 980/o a

nivel de nucle6tidos, y los partidores que se disefiaron para VvBGLU78  amplificari'an

para ambas secuencias (Fig. 11). Esta informaci6n se desconocfa al momento de disefiar

los partidores para VvBGLU78.

El analisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR

para VvBGLU22 (Fig. 8) presenta rna identidad del 99%  y del 98% con dos secuencias

de   1,3-B-glucanasa  de   7:vz.72z/ercz  c6digo  de  acceso  AAF44667  y  c6digo  de  acceso

A8882365,  el  analisis  en  la  base  de  datos  de  GENOSCOPE  indica  que  estas  dos

secuencias  de  NCBI  corresponden  a rna misma  secuencia  GSVIVT00033125001  en

GENOSCOPE (Tabla 4).

Para el caso  del analisis de identidad de secuencia aminoacfdica de VvGR @1astx en

base de datos de NCBI) Q7ig. 9) se observa que VvGR presenta rna identidad del 100%

con GR de  7:1;z.7zz/ercz   c6digo  de  acceso AA870837,  esta secuencia corresponde  a la

traducci6n de la secuencia cuyo c6digo de acceso es AF019907 en NCBI, y es la que se

utiliz6 para el disefio de los partidores de VvGR (Tabla 4 ).
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Finalmente,  el  resultado  del  Blastx  en  la  base  de  datos  de  NCBI  para  VvG6PDH

presenta  rna  identidad  del  1000/o  con  una  proteina  de  7r.vz.7ez/e7'cr  c6digo  de  acceso

CA014620,   qtie  hasta  el  momento   no  ha  sido   asignada  como   glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (Tabla 4).

Tabla 4. C6digos de secuencia en las bases .de datos de GENOSCOPE y NCBI correspondientes a
VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH.

GFNOSCOPE NCBI NCBI DeBominaci6n
(secuencias nucleotidicas) (secuencias nucleotidicas) (§ecuencias aminoacidicas)

GSVIVT0003312500l DQ267748.1; AF239617.2; A8882365.1;AAF44667.2 VvBGLU22

GSVIVT0002534100l AJ277900.1; AF053750.1 CA891554.1;CA023359.1 VvBGLU78

GSvrvTooo25346ooi EU676806.1 CA023363.1 VvBGLU78

GsvrvT00023848Ooi AF019907.1 AA870837.1 VVGR

GSVIVT00020574001 CA014620.I VvG6PDH

GSVIi7TcO02534|001     372
€svR7Tcea25346ooi    961

Gsvn7Tcoa2534iooi    492
GS\7±`JT00025346001     lost

GSVRT00025341001    552
GSVRT00025346001     1141

8SvliJTcO025341001     612
GSUIVT00025346001     1Z01

Gsizli7m002534iocaL     672
GSURT80025346001    1261

GSVIVTcO02§3fl801     732
€svlvT8Oe253468Oi    i32i

€SVIVT08025341801     792
GSVIVT00025346001     1381

€SVIVTC0025341001     852
GsvrvT00025346Ooi     1441

GSVIVT00025341001     912
GSVIVTcO025346001     1501

€svI`FTce02534iooi    9T2
GsvrvTce025346Ooi    i56i

€31
1020

491
1080

551
1140

611
ceDO

€71
ra€0

731
1320

791
1380

a51
1440

911
1500

971
1560

1031
1G20

Figura 11. Alineamiento  de secuencias  nucleotfdicas GSVIVT00025341001  y GSVIVT00025346001  de la
base  de  datos  de  GENOSCOPE.  Sombreado  en  negro  indica la  identidad  entre  las  secuencias.  En  gris  se
destaca la posici6n de los partidores disefiados que amplifican el fragmento VvBGLU78.
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6.7. Los tratamientos con HC y NaN3 promueven la transcripci6n de genes de 1,3-P-

glucanasa en yemas endodormantes de vid.

Se  ha  sugerido  anteriormente  que  las  enzimas  1,3-P-glucanasas  (BGLUs) juegan un

papel central en el proceso de salida de la ED en Bezc4/czpzfbesce77s (Rirme ef cz/.,  2001).

Con el  objetivo  de testear si  esto  se aplica tambi5n a las yemas de vid,  se  analiz6  el

efecto de HC y NaN3, dos inductores de la salida de la ED en vid, sobre la expresi6n de

dos transcritos de 1,3-P-glucanasas: VvBGLU78 y VvBGLU22. El patr6n de expresi6n

de VvBGLUs se evalu61os dias 2, 8 yf.14 desputs de aplicado los tratamientos mediante

la  t6cnica  de  RT-PCR.  En  la  figura  12  se  observa  que  ambos  agentes  quinicos

promueven la expresi6n de VvBGLU78 y VvBGLU22 de manera similar. En las yemas

control,  la expr.esi6n  de VvBGLUs  aparece  en  el tiltimo  dia de  evaluaci6n  (dia  14),

mientras que en las yemas tratadas con HC y NaN31a expresi6n de transcritos de 1,3-P-

glucanasas  es  evidente  desde  el  primer  dia  de  evaluaci6n  (dia  2).  La  expresi6n  de

VvBGLUs en las yemas control el dia 14 puede explicarse como producto del efecto de

las condiciones de brotaci6n forzada generadas por la camara de crecimiento. Se puede

relacionar la expresi6n de este transcrito con el inicio de la brotaci6n G7ig. 5). En el caso

de las yemas tratadas con los compuestos quinicos, la expresi6n se detecta el dia 2 y la

brotaci6n  comienza  el  dia  13,  y  en  el  caso  de  las  yemas  control  1a  expresi6n  de

VvBGLUs  se detecta el  dia  14  (1o  que  quiere decir que la expresi6n inici6  algtin dr'a

despu6s del dia 8) y la brotaci6n comienza el dia 20.
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Figura 12. Efecto de cianamida hidrogenada QIC) y azida de sodio OraN3) sobre la expresi6n de los transcritos VvBGLU78 y
VvBGLU22 en yemas de vid colectadas el 11 de Junio del 2007. A: Visualizaci6n en gel de agarosa 1,5% a/v) de la expresi6n de
transcritos  de  VvBGLU78  y  VvBGLU22  analizada  mediante  RT-PCR  en  el  RNA  total  extraido  de  yemas  control  y  tratadas
quinicamente los dias 2, 8 y 14 despues del tratamiento a)DT). 8: Abundancia relativa del transcrito  VvBGLU78. C: Abundancia
relativa del transcrito VvBGLU22. La expresi6n del gen de actina de  Jr. vJ.#!/ertz ovvACTINA) se us6 como control intemo en todos
los  PCRs.  La  al]undancia  de  los  transcritos  se  detemin6  en  relaci6n  a  la  expresi6n  del  transcrito  VvACTINA.  Los  resultados
presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.8. Efecto de HC y NaN3 sobre la expresi6n de los genes VvGR y VvG6PDH en

yemas de vid.

Recientemente se ha sugerido que la activaci6n del ciclo ascorbato-glutati6n (CAG) y la

subsiguiente  activaci6n  de  la  via  de  las  pentosas  fosfato  (VPF)  jugarian  un  papel

determinante en el proceso de salida de las yemas de la ED en vid (P6rez ef cz/.,  2008).

Con la fmalidad de determinar si los inductores de la brotaci6n de yemas, NaN3 y HC
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afectan la transcripci6n de genes relacionados con el CAG y con la VPF, como GR y

G6PDH,   se  estudi6  la  expresi6n  mediante  RT-PCR  de  los  transcriptos  VvGR  y

VvG6PDH en yemas tratadas y no tratadas con los agentes quinicos. Las evaluaciones

se realizaron a los 2,  8 y  14 dfas despdes de los tratamientos. Los resultados muestran

que en el dfa 2, VvGR presenta expresi6n s61o en las yemas tratadas con los agentes

quinicos HC y NaN3. En el caso  del control,  la expresi6n de VvGR se observa muy

d6bilmente los dias 8 y 14. El efecto de HC parece ser mas transitorio que el efecto de

NaN3, el cual es evidente atn el dia 8. De manera similar a lo que ocurre con VvGR,

tanto HC como NaN3 estimulan la expresi6n de VvG6PDH, 1os dias 2 y 8 (Fig.  13). En

las yemas  control,  1a expresi6n de VvG6PDH se obseIva levemente los dfas 2 y 8,  y

aumenta en el dfa 14. Este aumento se puede asociar al efecto estimulante de brotaci6n

que ejerce la cinara de crecimiento.
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Figura 13. Efecto  de  cianamida hidrogemda QIC) y azida de sodio OraN3)  sobre la expresi6n  de transcritos de VvGR y
VvG6PDH en yemas de vid (P7ds vj.Hircra cv. Thompson seedless) colectadas el 11 de Junio del 2007. A: Visualizaci6n en gel
de agarosa 1,5% a/v) de la expresi6n de transcritos de VvGR y VvG6PDH analizada mediante RT-PCR en el RNA total extraldo de
yemas  control y tratadas  quinicamente  los  dias  2,  8  y  14  despues  del tratamiento  a)DT).  B:  Abundancia relativa del transcrito
VvGR. C: Abundancia relativa del transcrito VvG6PDH. La expresi6n del gen de actina de y. v!.#!Jera (VvACTINA) se us6 como
control  intemo  en  todos  los  PCRs.  La  abundancia  de  los  transcritos  se  determin6  en  relaci6n  a  la  expresi6n  del  trariscrito
VvACTINA. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.9.  Efecto  de  HC  y  NaN3  en  los  niveles  de  glutati6n  total  y  en  la  relaci6n

GsmGssG.

La  concentraci6n  de  glutati6n total  (GSH  +  GSSG)  y  la  relaci6n  GSH/GSSG  estin

sujetas  a un  estricto  control  homeostatico  en  las  c61ulas  vegetates,  y  la  salida  de  la

homeostasis puede  actuar como  sefiales que  gatillan respuestas  adaptativas  QToctor ef

c,'.,  2002).
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En las yemas ED de vid se encontr6 rna baja relaci6n GSH/GSSG que fue rapidamente

revertida luego de la aplicaci6n de HC y NaN3. Despu6s de 2 dfas desde el tratamiento,

1a raz6n GSII/GSSG aument6 drasticamente desde un valor de 0.1  a valores cercanos a

0.7  y  0.3  en  las  yemas  tratadas  con  HC  y  NaN3  respectivamente;  Sin  embargo,  1a

concentraci6n total glutati6n no  cambi6  (Fig.  14).  Al dfa 8  post tratamiento,  la raz6n

GSH/GSSG  descendi6  0.7  a  0.4    en  las  yemas  tratadas  con HC,  pero  en  las  yemas

control y las tratadas con NaN31a raz6n GSII/GSSG permaneci6 sin mayores cambios a

pesar del auniento  en el glutati6n total. La relaci6n GSH/GSSG en las yemas  control

aumenta el dia 14, esto puede relacionarse con el leve aumento en la expresi6n de los

transcritos VvGR y VvG6PDH que se observa en las yemas control el dia 14 Qlig. 13) y

se deben'a al efecto de las condiciones forzadas de brotaci6n generadas por la camara de

crecimiento.
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Figura 14. Efecto de ]a cianamida hidrogenada alc) y azida de sodio QvaN3) sobre los nive]es de glutati6n en yemas ED de
vid.  A: Relaci6n de los niveles de glutatibn reducido/8lutati6n oxidado (GSH/GSSG) en yemas control y tratadas quinicanente los
dias  2,  8 y  14  despues  del tratamiento  a)DT).  8:  nivel  del pool  de glutati6n total  (GSH +  GSSG)  en yemas  control y tratadas
quimicalnente los dias 2, 8 y 14 despuds del tratamiento @DT). Las mediciones se hicieron en duplicado (n=2). Las barras muestran
la desviaci6n estindar



39

6.10. Expresi6n de los transcritos de VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH

durante la salida natural de las yemas de la ED.

Con el objeto de determinar si los transcritos de 1,3-a-glucanasas (VvBGLUs), VvGR y

VvG6PDH se expresan naturalmente durante el proceso de salida de las yemas de la ED,

se estudi6 su expresi6n durante el curso normal de salida de las yemas de la ED en la

Regi6n Metropolitana (33°  34'  1at.  S).  Las  extracciones  de RNA de yemas  de vid se

realizaron en cuatro fechas, las que fueron determinadas de acuerdo al status domante

de las yemas determinado previamente Q'6rez ef cz/.,  2007).   La primera extracci6n se

realiz6 el dia 9 de Junio,  cuando las yemas se encuentran endodomantes, y las otras

extracciones  se realizaron en tres  fechas posteriores,  27  de Junio,  17  de Julio y 6  de

Agosto,  cuando  las yemas  se  encuentran saliendo  de  la ED  Q'5rez er crJ.,  2007).  Los

resultados muestran que los transcritos de VvBGLU78  y VvBGLU22 no  se expresan

durante el mes de Junio cuando las yemas se encuentran endodormantes. VvBGLU78 se

expresa en las dos ultimas fechas evaluadas, mientras que VvBGLU22 se expresa s61o a

inicios de Agosto cuando las yemas se han liberado completamente de la ED (Fig. 15A).

El transcrito de VvGR se expresa s6lo en las dos ultimas fechas de evaluaci6n, mientras

que el transcrito VvG6PDH se expresa d6bilmente en las muestras colectadas el mes de

Junio y solo se expresan significativamente rna vez iniciado el proceso de salida de las

yemas de la ED. aTig.158).
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Figura 15. Anflisis de la expresi6n de transcritos durante ]a salida de la endodormancia en yemas de vid (I?Zis vz.»f/era cv.
Thompson seedless). A:  Expresi6n de los transcritos  de VvBGLUs:  VvBGLU78  y VvBGLU22.  8:  Expresi6n  de transcritos  de
VvGR y VvG6PDH. La expresi6n de los transcritos se analiz6 mediante RT-PCR en el RNA total extraldo de yemas colectadas el
afro 2008, en las fechas siguientes: 9 de Junio, 27 de Junio,  17 de Julio y 6 de Agosto. La expresi6n del gen de actina de   y. iJj#!/era
(VvACTINA) se us6 como control intemo en todos los PCRs. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.11. La expresi6n de los transcritos VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH

no es inducida por per6xido de hidr6geno en yemas de vid.

Dado que las aplicaciones de HC aumentan los niveles de per6xido de hidr6geno (H202)

en  yemas  de  vid,  se  ha postulado  que  6ste  podr'a median  el  efecto  de  HC  sobre  la

inducci6n de  la brotaci6n  de  las  yemas  (Or  ef crJ.,  2002;  P6rez  ef crJ.,  2008).  En  este

trabajo,  se  analiz6  el  efecto  de  H202  sobre  el  perfil  de  expresi6n  de  los  transcritos

VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH los dias 2, 8 y 14 post-tratamiento. Los

resultados  de la figura  16   muestran que la aplicaci6n ex6gena de H202  (1% v/v) no

estimula la expresi6n de estos transcritos.
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A

VvBGLu78

VvBGLu22

vvAcmNA

DDT

a
VvGR

We-6PDli

VvAC"RA

Control                          H202               *     -

2       8     14               2      8      14

control                        H302              I

DDT        2       8      14                2       3      14

Figura 16. Efecto del per6rido de hidr6geno ¢1202) sobre la expresi6n de transcritos en yemas ED de vid. A) Expresi6n de los
transcritos  de  VvBGLUs:  VvBGLU78  y  VvBGLU22.  8)  Expresi6n  de  transcritos  de  VvGR  y  VvG6PDH.  La  expresi6n  los
transcritos se analiz6 mediante RT-PCR en el RNA total extraldo de yemas colectadas el 9 de Junio del 2008, y las extracciones se
realizaron los dias 2, 8 y 14 luego de ser tratadas y colocadas en la cinara de crecimiento bajo condiciones forzadas. La expresi6n
del transcrito VvACTINA teen de actina de   y.  1)z.#orera)  se us6  como control intemo para chequear  cada uno  de los  cDNAs  de
yema. Ademds se realizaron controles intemos de PCR donde cada par de partidores se prob6 con CDNA de hoja (*). Los resultados
presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

De modo similar a como se observa en las figuras 12 y 13,1a expresi6n del transcrito del

gen de actina (VvACTINA) presenta rna baja expresi6n el dfa 2 en las yemas control.

Una posible explicaci6n es que la transferencia de las yemas colectadas hacia la cinara

de crecimiento genere este efecto en las yemas control, y que sea algiin tipo de respuesta

en un periodo de ajuste a las nuevas condiciones de luz, humedad y temperatura. En las

yemas.tratadas con H202 tambi6n se aprecia el mismo efecto el dia 2 Q]ig.  16) no asi en

los tratamientos con HC y NaN3 (Fig.12 y Fig.13), confirmando el poco efecto que este

compuesto tuvo sobre las yemas ED de vid. Por otra parte se esperaba que producto del

efecto de la cinara de crecimiento, el dia 14 apareciera la expresi6n de los transcritos de

VvBGLUs,  VvGR y VvG6PDH  como  en las figuras  12 y  13.  Su no  aparici6n puede
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relacionarse  con el  desfase  observable  en

figuras   5   y   6.   Siguiendo   esa  16gica,   si

1a brotaci6n de  las yemas  control  entre  las

el  inicio   de  la  brotaci6n  se   desfas6   en

aproximadamentel0dias,laexpresi6ndervBGLUsdeberiahaberaparecidoentrelos

dfasl8y24.Esoexplicarialaausenciade}aexpresi6ndeestostranscritoseldial4.En

:e:::°[ad::c:6a::::tc°£:°ipdearoi:::g::a|ftydrs6eg:::'n,:£e::ee:ta]:oanale=::::t:°s:ruee:::

cuatro transcritos analizados, por lo memos

6.12. La expresi6n de los transcritos Vv]

no es inducida por el frio.

Actualmente, existe el supuesto de que los

los dias 8 y 14.

VvBGLU22, VvGR, y VvG6PDH

con HC de las yemas ED de vid

siestoescierio,sedisefi6unexperimentolondesecolectaronaprincipiosdeJuniodos

=:cot:;es:e=aalsEEODm:d=an°ted;:1.1::;e[[aeeix:::gs:oen]d:1:s=dc]::=::teesdoensp=::cd]:::

::roH=pyoNd:y3:mvavsBs:Lmu=8iv:VaB:oLcU:Eanvt:G2::yho¥6y:Dq:e(:LL8:Lfi:c:aF::.Le::iE;

quelasyemasEDllevabanyaacunuladasiproximadamente340horasfrio¢5rezez¢/.,

2007) con la fmalidad de que completaran requerimiento de frl'o de aproximadamente
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600 horas (Gil, 2000), y posteriormente,

1os  transcriptos.  AI  comparar

extrajo el RNA y se analiz61a expresi6n de

los  resultddos  entre  las

mantenidas en frio, se pudo observar que el

de los transcritos analizados (Fig. 17).

yemas  control  y  las  yemas

fr{o no tuvo ningiin efecto sobre la expresi6n

Se  ha  considerado  durante varias  d6cadds  al  frfo  como  un  inhibidor  ambiental  de  la

actividad catalasa en yemas de vid QTir e cr/.,  1986).  Era de esperar entonces  en este

y  VvG6PDH.  Sin  embargo,  al  igual  a  9omo  ocurri6  en  el  experimento  con  H202

ex6geno (Fig.  16), el tratamiento de frio

transcritos analizados en este estudio.

CF±

vuEGLUTa

vwBGLLre2

wArmRA

horas a 4°C. Los resultados presentados son producto de un

estimul6 1a transcripci6n de ninguno de los

CF*

Figura  17. Efecto  del  frfo sobre la expresi6n de transcript¢s  en yemas  ED  de vid  (Pzds vf.»i}era cv. Thompson  Seedless)
colectadas el 9  de Junio  del 2008  en  el valle de Maipo. A: Visualizaci6n en gel  de  agarosa  1,5%  a/v)  de la expresi6n de los
transcritos de VvBGLUs: VvBGLU78 y VvBGLU22. 8: Visualizacibn en gel de agarosa 1,5% a/v) de la expresi6n de transcritos
de VvGR y VvG6PDH. La expresi6n de los transcriptos fue analizada por RT-PCR. La expresi6n del transcrito VvACTINA (gen de
actina de   y. vl.#!/era) se us6 como control intemo para chequea+ cada uno de los cDNAs de yema. Ademds se realizaron controles
intemos  de PCR donde cada par de partidores se prob6 con CDNA de hoj.a (*).  C:  yemas control; F: frio, yemas mantenidas 240

•_..I

solo eusayo (n-1).



VII. DISCPSION

7.1. 1£|Bi5lucanasasenrelaci6nalasalida{de dormancia en yemas de vid.

En yemas de vid, la estimulaci6n de la expresi6n de transcritos de 1,3-P-glucanasa como

cousecuencia de la aplfcaci6n de HC y NEN3

dormancia propuesto por Rinne ef a/.

domancia en Abedul (Beta/a pndesce#s) ¢i

9.12) coincide con el modelo de cielo de

expfroar la inducci6n y salida de

En ese modelo, la interrupci6n de las

vias   sinplismicas   a  causa   de   la  deposifi6n   de   callosa   (1,3-S-glucano)   en   los

plasmodesmosgatinarianlaED,mientrasqilaliberaci6ndelaEDestariaasociadacon

la  degradaci6n  de  la cauosa por acci6n  de llas  1,3-P-glucanasas,  con el subsiguiente
I

I

reestablecimiento de las vias simpldsmicas y )1as comunicaciones celula-celula. Por otro
'

]ado, ]a estinulaof6n de ]a transcripcj6n de 3-P-educanasa ha sjdo demosfrada en un

reciente estudio sobre el efecto del estres tchico "heat-shock"

(Or ef cr/.,  no publicado).  Asi,  la inducci6n

qus) en yemas de vid

de los transcritos de  1,3-P-glucanasa por
1

•'

media  de  agentes  liberadores  de  dormanct  como  son NEN'3,  HC  y  HS,  apoya la

hip6tesisdequeestasendmassonc]aveenel|procesodesalidade]asyemasde]aED.
\

7.2. Participaci6n del ciclo ascorbato-g]utati6n y la via de las pentosas fosfato en la

salidadeendodormanciaenyemasdevid.i

Las mediciones de glutati6n y de la re]aci6n GSELGSSG en las yemas de vid (Fig.  14)

muestran que, inicialmente, las yemas tienen una baja raz6n GSH/GSSG, lo cual es
I

usual en tejidos en receso. Diversos estudios ban asociado los altos niveles de GSSG con

41.
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la  deshidrataci6n  del  tejido  a€ranner  y  frill,  1996).  Las  yemas  endodormantes  son
I

tejidos  altamente  deshidratados  o  con poia agua libre  disponible  Faust  ef crJ.,   1991;

Vertucci y Stushnoff,   1992), y la disecaci6n es comthmente inducida como parte del
I

I

proceso  de  aclimataci6n  al  filo  (Stepon]ous,   1990).  En  abeto   (Pz.ce¢  c}bz.es),  se  ha
I

demostrado que los niveles de GSSG en 1¢s tejidos son varias veces superiores durante
I

elinviemoqueduranteelverano@sterbairyGrill,1978).

En  este  trabajo,  se  demostr6  que NaN3  6stimula la  expresi6n de  la  enzima glutati6n-
1

reductasa q7ig.  13), una enzima antioxidativa que participa del GAG, y que es inducida

Trippi,  1992).  La misma respuesta ha sido

ente a estinulos como HS y HC (Halaly ez

primera vez que la VPF, responsable de la

en respuesta a estr6s  oxidativo  ¢astori

reportada anteriormente en yemas de vid

crJ.,  2008). En este trabajo, se demuestra p

producci6n  de  NADPH  en  las  c61ulas

Salvemini ef CZJ.,1999; Yu ez cz/.,  2004), e

getales  y  animates   (Baxter  ef  cz/.,   2007;

stimulada en respuesta a NaN3 y HC, como

se vio reflejado por la inducci6n de la expresi6n del transcrito de VvG6PDH (Fig.  13).
)

1

El aunento en la relaci6n GSH/GSSG coTo producto de la aplicaci6n de HC y NaN3 a

lasyemasdevidpodriaestarrelacionado!conlainducci6ntantodelCAGcomodela
I

VPF ya que la conversi6n de GSSG a GSH es dependiente de la actividad de la enzima

GR perteneciente al GAG, y su actividad

se produce en la VPF, principalmente por

ef cz/.,  1994). Tambi6n se ha sugerido que

e's dependiente de la presencia de NADPH que

enzima G6PDH @alton ef CZJ.,  1986; Clancy

91utati6n estari'a involucrado en la salida de

las  yemas  de  la ED  en  vid  (Fuchigami  y Nee,  1987).  Tohbe  ef  cz/.  (1998a  ,  1998b)
-

concluyeronqueelglutati6njuegaunpap!1imporianteenelcontroldeladormanciade
I

yemas  de  vid,  ya  que  demostraron  que' la  aplicaci6n  de  glutati6n  reducido  (GSH)
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producia  la  salida  de  la  dormancia y  ad!mas  probaron  que  tratanientos  con  GSSG

ex6genoerancapacesdeinhibirlabrotaci6i.

7.3.H202enrelaci6nalasalidadedorminciaenyemasdevid.
I

Ha sido bien establecido que como resultado de la aplicaci6n de HC a las yemas de vid,

6stas acumulan H202 en sus tejidos Ovir y

ha sugerido que H202 podia median la

ILavee

respue

1993; P5rez ef crJ., 2008), por lo cual se

sta de HC de inducir la salida de la ED en

:::caasc[::esv;:6g:::mda:'H::2Jaun:°esntip|:aa8c:;'£edsadc:ZRE=::::a:ee::p:e:°;aGd:,;ue:

conteridodeGSH(Wangef¢"008),1o|cualfavorecerialasalidadelasyemasdela

ED.Sinembargo,enestetrabajo,laaplica|ci6nex6genadeH202ayemasdormantesde

vidpresent6unefectomarginalenlasalid]delaEDyenlabrotaci6ndelasyemas(Fig.
I

6).  Estos resultados  fueron cousistentes  cbn la ausencia de  efectos  del H202 sobre la

transcripci6ndevvGR,VvG6PDHol,3-Plglucanasasenlasyemasdevidqig.16).Sin

embargo,  existe la posibilidad de que la

oxidativo  insuficiente  en  las  yemas  de

1icaci6n ex6gena de H202 genere un estr6s

d  producto  de  la  actividad  de  peroxidasas

:Xmtraec:Lbu;:::'L::=e°s::asd±:s°::PL°o:a::p:n±e:LnToa::::rro"t:Zc:::§::al:z=dt:::Jo:/i;::7e)n

presenciadeinhibidoresdelaactividadcltalasa(AMTysA)permitensugerirqueel

=2e::ap::::C:::::edn6t::np=in::o:ensr::Pbureitaac]a6Lne::Sy°X=d=L3V:u:°tin::5iaLsifi:enq::

actividadcatalasao{iryLavee,1993))yslidadeEDenyemasdevid.
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7.4. Papel de la acumulaci6n de frio en salida de las yemas de vid de la ED.

Diversos  antecedentes  en  la  literatura indican  que  la  acumulaci6n  de  frfo  durante  la

estaci6ninvemalesfundanentalparaellompimientodeladormanciaylabrotaci6n

normaldelasyemasenlaprimavera(MaLiasonefo"008).EsasicomoenAbedul

(Bez#/¢p#besce#"sehademostradoquejelffio(acunulaci6ndehorasfu'o)induceel

rompimiento  de  la dormancia de  yemas  L  estimula  la  expresi6n  de  1,3-P-glucanasas

(ELeef"001)Enlosfutalesciducifoliostanbi6nsehasefialadoquela

acunulaci6n de frio juega un papel central en la salida de las ygmas de la ED, y es as.i

quesehadefmdoelconceptodere|quermientodefu'odelasespecies,que

;;;,;::e:n;::p:os;:s::a:s::::pu:eroa:osiasrne::ceE::::s:ca::elm:fu:e:::d:::o(r:a;pun::,:e:::8o;:mi:

aproximadanente  600 h (Gil,  2000)  y taLbi5n se ha demostrado  que la falta de frio

:or:::scuaLtTd::ro°bttaeci6dno:Secnaseast::1::a::y:ediL::tryimqa;e(:L6rfreL:oe:o":id2u°c°e7])a:c:1;amc:6arn8d°:

hingunadelasvfas(CAG,VPF)rilatran!cripci6ndel,3-P-glucanasas(Fig.17),quesi

soninducidasporlosagentesrompedoresleladormanciacomoHC,NaN3yHS,yque
I

tambi6n son inducidas durante el transcuiso normal  de  salida de las yemas  de la ED.

:aul=:i?ne::di:or,eag[:Znae::e::Z`=Z:i:i::::ean=:S°dnee:a°s''v::s°8:vdoe[:cur:Sdtrasaqeune::

metabolismodeloscarbohidratos,1oqueievereflejadoporejemploenladismmuci6n

de la expresi6n de EST con similitud a enzlmas de sacarosa sintasa (Susy) y glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (G6PDH), reforzarido asf la hip6tesis de que el frio no juega un
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papel  que  favorezca  la  salida  de  las  yefyas  de  la  ED.  Sin  embargo,  no  es  posible

desconocer el papel que juega el frio en l|a brotaci6n homog6nea de las yemas, por lo

cual el proceso de aclimataci6n al frio de llas

factor que explican'a los requerimientos de

7.5. Glic6lisis y actividad mitocondrial

yemas de vid.

Existe evidencia del efecto estimulatorio d

yemas adquiere especial relevancia como

fifo de la especie.

n relaci6n con la salida de dormancia en

HC y HS en el metabolismo de los azticares

en yemas de vid. Ambos estinulos aumehtan la transcripci6n de genes como sacarosa

sintasa(Susy),responsabledeladegrada!i6ndelasacarosftyydelasenzimaspimvato
I

descarboxilasa   Q?DC)   y   alcohol   deshiqrogenasa   (ADH),   pertenecientes   a   la   via
I

fermentativa (IIalaly ef cr/.,  2008). Dado due tanto HC como NaN3 son inhibidores del

complejoIV(citocromoc)delacadena[ansporiadoradeelectronesdelamembrana

intema de las mitocondrias,  anbos comphestos interrunpen el consumo de 02.  Se ha

aceptado que bajo condiciones de privaci6

de  ATP  a  trav6s  de  la  glic61isis  y  de

de 02, 1as plantas requieren de la producci6n

la  regeneraci6n  de  NAD+  a  trav5s  de  la

fermentaci6n etan6lica (Baxter ez cz/.,  2007; Wang ef crJ.,  1991). Asf surge la posibilidad

de que alteraciones en el metabolismo de 1

responsable de la activaci6n de las vlas rel

s azticares producto de la privaci6n de 02 sea

cionadas con el mecanismo de salida de ED.

Existen antecedentes, por ejemplo en hojis de trigo (rrztz.c#7% czesfz.vz!z# L),  de que rna
I

disminuci6ndeglucosaaunentalaactividLdylosnivelesdelaenzimal,3-P-glucanasa,

mientras  que  altos  niveles  de  glucosa un  rapido  descenso  en  su  abundancia
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(Roulin y Feller, 2001). Por otro lado, en

que la transcripci6n del gen de G6PDH (is

apa (SoJ¢72a/77?  f#beJ`asa/J7c)  se ha demostrado

forma citos61ica) es regulado mas bien por la

disponibilidad de azticares metabolizables,I en vez de por H202, y que H202 no afecta ni

ius:=ecsntrpe:1::s=ITsaioa::]V:::ds=daeussihioL]:iyevn°:e:::::t:e:'L::°e3s)tmulosiLberadoresde

dormancia como HC y NaN3 podrian modificar la disponibilidad de azticares dentro del

tejidodelayema,induciendoasiunac]scadadesefializaci6nquepodriaregularla

transcripci6n  de  genes  clave  como  por

deshidrogenasa.

Estudios previos ban demostrado  que

1,3-P-glucanasa  y  glucosa-6-fosfato

ndrias aisl.adas  a partir de yemas  de vid

:tut:11:=d:)°,i:qsuues:Laet;aeax:Leuns:=i::t:u|:v:da:i:;:=:::Tea:Le6pnen:1:met:::1"e/s'ta::
i

redox del tejido.  Durante  la ED,  y  en relaci6n a lo  encontrado  en las  mediciones  de

GSIVGSSG,seapreciaqueeltejidosee+entraaltanenteoxidado,1oqueexplican'ala

bajaactividadrespiratoriadelasmitocond[aspresenteenesteperiodo.Lostratanientos

:::1:]Ct:B±:oINd3eeLL:Vy=mL:Ssr:oe=:dmedsG:eFdupcr±edvo£°fa:oTe°c:eenndt::sef]ib:°=Ce£:tno'::nL::

mvelesdeNAVH,yestoestmularfapost¢normentelaresplfaci6nmtocondral,loque

es  evidente  en  el  proceso  de  salida  de  FD  y  necesario  a  su  vez  para  sustentar  los

requerinientos energ6ticos obvios durante proceso de brotaci6n.
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7.6. Modelo propuesto de saHda de endo¢ormancia en yemas de vid.

Acontinuaci6n,seproponeunmodeloq[edaexplicaci6ndelaseriedeeventosque
I

podrian ocurrir y que concluyen en la sali4a del estado de endodomancia. En principio

se propone a la mitocondria de las yemas

liberaci6n de ED.

Los agentes quinicos promotores de bro.

Ias  mitocondrias  de  las  yemas.  Este  e

omo potencial centro sensor del estimulo de

I

sd6s

I, HC y NaN3 inhiben el consumo de 02 en

respiratorio  provocaria rna  calda  en  los

=cvfuei:ad:o;:P::1::JfiL:L°'q::nedre?edn°caadse±i=,aa=e:::6e=e:aor:Loa::::d;=+:Tc:RI::::

Pasteur",1oquesetraducecomolaact!ivaci6ndelaglic61isisyladesviaci6ndel

metabolismo  hacia  la  via  fermentativa. La  glic6lisis  por  'si   sola  genera  s61o   dos

=e°c]e6sC=:pd:aAc:mppe°=:a:aacmal°d[:C::a[:i:[vuec]::a.deLaA::t£:::±d6unct:ed]ea]:]£=£:::i::

temporaldelaactividadmitocondrialpor;efectodelosagentesquinicos.Laactivaci6n

de la transcripci6n de  genes de PDC y ADHquepaticipandelaviafermentativaes

necesariaparalaregeneraci6ndeNAD+yiusteutarasilaglic6lisis.

Producto  de  la activaci6n de la glic61isis;  es probable  que  ocurra un descenso  en los

niveles   de   glucosa-6-fosfato   (G6P)   en el   citosol.   Esta   sefial   podria   activar   la

transcripci6ndel,3-P-glucanasas,ytambifnlatranscripci6ndesusy,1oqueprovocari'a

unaunentoenlosnivelesdeG6Penelcitbsol.LapresenciadeG6P,porsuparte,puede

:::=t:1:eLsahivdLrao::::Sa:eL:t°qsu:::S=:::=eid;anie:auntr=::r;:C::::ev:Leense:edeN8:C::a,-::
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::calorbpaut:::lust::±6unt.111:::°eLPL::sL:per=cai,:LuiatLa6i::::C::SaLapree:::£e6C:e:t:IValG:LsC:°,

elcilosoltocunltendriaunefectodirectoenloselevando asi el potencial reductor en

niveles de NADH .y con ello en la respiracipn mitocondrial.

Asi mos encontrariamos con el siguiente p€

directo en la sintesis de acidos nucleicos y

norama, la activaci6n de VPF tiene un efecto

algunos aminoacidos. La activaci6n del CAG

tiene efecto  directo  en el  estado redox dil citosol, permitiendo  la activaci6n del  ciclo
I

celular. La actividad de  1 ,3-P-glucanasas bermitin'a rna flulda transferencia de sefiales

entre  las  c61ulas  del  MA  de  la  yema,

plasmodesmales.   Asl,   fmalmente,   mos

caracteristicas de la salida de ED (Fig. 18)

ED

IGsrfe§SS
INADH

Gic!a ¢e[ttTar`dBieriidb-

C`dthrfuc,aqi6'n
€e[-tllar 0,#[inB

mediante  la  degradaci6n  de  los  esfinteres

encontramos   con   las   condiciones   bdsicas

Sa,r¢da de ED

RADH

Re5p.ir±a±t±n`
mifeedndriaa
.€i±!B.,Ce[tlla'r
at:ri'ifed@

c'omrfu(cricidn
c©]Li.lar.5iinpdbpr

hieForrsmcapaETgivico|

[pBG[REHr*ne[

xpfa Feainsas Fasfato

iGSREff  r+REDPH

T
Eiato ase8rbato-glu iaE-6 n

{#x{GRr`i€sHfG8sS

Figura  18.  Modelo  propilesto  de  §a[ida  de  endodormanci?  en  yemas  de  vid.  PDC:  Piruvato  descarboxilasa;  ADH:  Alcohol
deshidrogenasa;  BGLU:   1,3-f}-glucanasa;  Susy:  Sacarosa
peroxidasa; GR: Glutati6n reductasa.

G6PDH:  Glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa;  APX:  Ascorbato
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VHI. CONchusIONES

En base a los resultados presentados en esta fesis se

1.-  ha acumulaci6n de ffio en yemas de vid

activa las mismas vias metab6licas que los

(HC) y azida de sodio QIIEN3), uthizados par

(ED) y la brotaci6n.

2.-El efecto de HC y NIN3 en la brotaci6n

¢1202), ni por su efecto inhibitorio de la a{

bien por la activaci6n de las vias antioxi

puede concluir que:

(yz.fj.s vz.#zJer# cv. Thompson seedless) no

agentes quinicos, ciananida hidrogenada

a promover la salida de la endodormancia

o es mediado por per6xido de hidr6geno

vidad catalasa en estos tejidos, sino mas

datiLas

(GAG) y la VI'a de las pentosas fosfato (VPF).

3.-  Se  confirma ademas,  que  al igual como

(Bef2!/¢ par6esice72s), la estimulaci6n de la tra

yemas de vid (VvBGLUs) es esencial para la

4.- Se concluye que existen fundadas

como son el ciclo ascorbato-glutati6n

ocurre en  estudios realizados en Abedul

uripci6n de genes de I,3-P-glucanasas en

!alida de 1as yemas de la ED.

que sehalan a las mitocondrias como el

centro sensor del estimulo de liberaci6n de yimas de la ED. En este trabajo, se sugiere

que prodrcto de] estrfes respiraton.o que HCwl Nal\T3 provocan en ]as mjtocondrias de Jas
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yemas,sedesencadenalacascadadesefilesquetienecomoresultadolasalidadelas

yemasdelaEDylaposteriorbrotaci6nde!estasyemas.



IX. PRORECCIORES

Apartirdelosresultadospresenfadosenesfaiesis,quehansidobasadosenelanalisisde

los niveles de transcritos de VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH, surge la

necesidad  de  realizar  estudios  que tiendal  a  determinar  si

transcritos     se  traduce  posteriomente  en

respectivas enzinas.

fa  expresi6n  de  estos

1a  estimulaci6n  de  la  actividad  de  las

Adenris   queda   pendiente   demostrar   si   alteraciones   en   el   metabolismo   de   los

carbohidrtosquegenerencanbiosenlos+lesdeancarescomogivcosa-6-fosfatoo

sacarosa regulan ya sea la transcripci6n de VvBGLUs y/o de VvG6PDH en yemas de

vid.                                                                                           I
I

Si bien se ha demostrado que tanto fa cianaLida hidrogerada quc) como la azida de

sodioquEN3)sonefectivosenlapromoci6l de la brotaci6n en yemas ED de vid, es

innegab]e que se trata de dos compuestos altainente t6xicos, y que su aplicacj6n siempre

lot:hc?in:u:;:::apr=e:;::6:rceo,=u::r±ul:i:::dpee]r:rs;enet]o:::::fadt::i:::

cicloascorbato-glutati6n(CAG)ylatrascipci6ndeBGLUsyquenosigrifiqueun

defio  para los  tejidos  vegetales  ni  amenace'

durmte su apricaof6n.

-,,,.,.,,,

1a  seguridad  y la  salud  de  las  personas

El  sig`riente  peso  en  esta  investigaci6n  ¢s  la  identificaci6n  de  los  factores  de

jelaexpresi6ndelosgenesquepardofpantranscripci6n involucrados en la regulaci6n

de la VPF y GAG y el estudio de su funcionainiento.
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