O FC
| %\J@Cﬂo\o@\ O
P Ak

cl

Escuela de Pregrado
Facultad de Ciencias

Universidad de Chile

Cambios en el metabolismo energético en yemas de Vitis
vinifera durante la transicion de paradormancia a

endodormancia

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Maria Francisca Parada Ramirez

Director del Seminario de Titulo: Dr. Francisco J. Pérez Correa

Noviembre 2015
Santiago-Chile




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, que el Seminario de Titulo
presentado por el candidato:

MARIA FRANCISCA PARADA RAMIREZ

“cambios en el metabolismo energético en yemas de Vitis vinifera
durante la transicién de paradormancia a endodm?n cia”

Ha sido aprobado por la Comision evaluadora y e»qeefa, comaT reqrysﬂo parmal para optar al titulo
profesional de Ingeniero en Biotecnologia Molegdlar [

.’

|
T

Dr. Francisco Pérez Correa
Director Seminario de Titulo

Comision Revisora y Evaluadora

Dr. Michael Handford ‘r/(/' 1..1 /J(, /(/(J

Presidente

CF RS
Dra. Claudia Stange Klein

Evaluadora |

Santiago, NOVIEMBRE DE 2015




Creo que nadie te conoce tanto como fu mejor amigo, por eso le pedi a Kathy que

escriba mi biografia:

“Nos conocimos el 2010 en un asado de bienvenida a los "mechones”, tenia un fook
particular, su pelo siempre largo y scnrisa amistosa. Empezamos a conversar y nos
caimos bien, se convirtié en mi madrina Biotec y con eso comenzd nuestra amistad.
Recuerdo cuando me pas6 su cuademno de Botanica con sus apuntes, ahi sospeché
que le gustaban las plantas, lo que confirmé cuando se convirtio en mi ayudante de los
laboratarios de ese ramo, esos felices viemes de ver algas, flores y frutas. Tuvimos
varios ramos juntas, nos apoyamos mutuamente y entendimos que seriamos la mejor
dupla para hacer los trabajos, laboratorios y para contamos la vida. Con el tiempo fui
descubriendo varios detalles de su vida, como que le gusta mucho la musica, que
viene de Melipiila, que ama los animales y es vegana, que es una persona muy sincera
y empatica, con facilidad para hacer amigos (jes increible el nimero de gente que la
saluda en los pasillos de la facultadl) y siempre esta preocupada de ellos. Un verano
de hace algunos afios me comentd muy entusiasmada que habia logrado entrar a
hacer investigacién al laboratorio de Bioquimica Vegetal, siempre tuvo claros sus
intereses y dio los pasos correctos para lograrlos; soy testigo de todo el amor ¥y
dedicacion que puso en ese trabajo y de los logros que obtuvo gracias a su constancia

y esfuerzo. Muchas veces la vi darle méas horas al dia para cumplir con los ramos y con




los experimentos, le sugerl que bajara su exigencia, pero ella dio mucho mas, logrd
cumplir con todo y de la mejor manera posible. La vi muy contenta también cuando
adopté a Tavo, su hijo erizo de tierra, al que ama y cuida como mama; sé que Tavo
llegd a darle mucha felicidad. E! afio 2014 me sorprendié con su participacion en la
organizacién del Primer Congreso de la Facultad de Ciencias, una vez mas nos
demostraste a todos los que te conocemaos como eres cuando algo te apasiona y estoy
segura que muchas mas personas se inspiraron con tu dedicacion. Aprendf muchas
cosas de ella, le agradezco que haya sido mi ayudante en Boténica y Fisiologia
Vegetal, ha sido la mejor y estoy segura que sus alumnos del preuniversitario Victar
Jara y de las clases que realiza piensan lo mismo de sus capacidades pedagdgicas y
su actitud personal. Lamento mucho haberte "abandonadao" con mi cambio de carrera,
haberte dejado sola en esos ramos que faltaban para teminar la carrera y romper
nuestro buen equipo de trabajo y estudio, pero estoy muy orgullosa de ti y de todo lo
que has hecho durante tu paso por la Universidad, estds a punto de cerrar un ciclo en
el que afortunadamente pude ver como dia a dia te esforzabas por ser mejor, por
vencer los miedos, el nerviosismo y todas esas preocupaciones que te impedian brillar
como brillas ahora. "Hay que tener fe”, tienes que confiar en & misma, con tu forma de
ser, tu sentido de la responsabilidad, humildad y perseverancia llegaras donde te lo
propongas y seras la mejor del 4rea (son hechos "cientificamente” comprobados jaja).
Te admiro mucho, estoy feliz de haberte conocido y que me hayas inspirado a seguir
mis suefios. Gracias por ser la mejor amiga, compafiera y ayudante de nuestro paso
por la Facultad de Ciencias. Seguiremos siendo amigas, aungue ya no estemos en el

mismo lugar, siempre habra algo que contar. iMucho éxito en todol

Katherinne Rojas Berrios”

-




A mis amigos, por no permitir que me rindiera




AGRADECIMIENTOS
Gracias a mis companeros y amigos de laboratorio, por su ayuda y compaiiia: Ricardo
V, Seba R, Luisa R, Ximena N, Karla A. A mi profe por foda su ayuda ¥ comprension

Gracias a mis amigos por acompafiame todos estos afios con su carifio y consejo,
todo se lo debo a ustedes: Cami F, Vale G, Erick A, Ignacic M, Kathy R, Nico V, Kary
0, Emesto L, Dani G, Gerardo S, Dani F, Diego P, Bryan R, Nico S y quizas varios mas

gue no he nombrado
A mis papés por apoyarme a pesar de todo

A Daniel y su familia por todo su carifio y apoyo en estos afos




[NDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS ..vevtieeveesresiecsssmsestsas sesssnssessassnsss s ssasa isasas sasasabisassasssasasassanesas e viii
[NDICE DE FIGURAS ... eeeeeistsssesssseasssecssemsessss s astst s st s s st aassessssssssnsssos ix
LISTA DE ABREVIATURAS ..cveiirrireverrisirssissiessrssseasessestsnsssssssssamsass sas s sassssassssssassessns X
RESUMEN .o vevseeseeseeesessessnsesessesssiessssrassssssssas sissmasssasss st sasE s e e Er T sd RS T SR s st Rs e e0e 1
ABSTRACT ooeeeeeeeeeeeseseesssesseesesesrresaeeasessstasrasssaseasfaEar s doE s s T TR AR ESSRs TSR 3
INTRODUGCION .. oe et eeeeeeeetseestsssees saesssseseescssessesaassessras s i st b s s E b b bR bR e s 4
ANLCEdEnteS JENETAIES...cocciviriretireeises s e b b 4
Ciclo de crecimiento-domMEaNCIA ... ..o i s s 4
Dormancia de Yemas €0 VIAES .....couvrerrcscnimmmm s it B
Regulacién medioambiental de la dormancia en Yemas ... 7
Control hormonal de la dormancia €N YEMES «..vvceimammsiimses st s 9
Metabolismo energético y dormancia en yemas de Vid ..., 11
HIDOIESIS «ovevuovecsreecerssassessnsanesass e ssse st s ars e b a4 S e 16
OBJEHIVOS 1. oceereesereeseisssssescn e en s bbb s e 16
MATERIALES Y METODOS. ... ccteseveeesreresesessesstarsans st sssassssssssisstssnsisassasssssssessasess 18
Estado de dormancia de [85 YEMES......crrecmimesmsin s i 18
Medicidn de la tasa de respiracion de [as Yemas ... 19
Cuantificacién de niveles de azticares ¥ almMidon .......cccoonvreeinnmninnne, 20
Tratamientos de fOtOPeriodo..... .. v rrrirreneei st e 21
Tratamientos de hiPOXia ... s 22
Purificacion de ARN y sintesis de CDNA L. 22
Blisqueda de secuencias génicas en bases de datos y disefio de partidores para RT-
e 1220)  H OO OO TR R B R R 23
Analisis de expresion génica por PCR en tiempo real (RT-QPCR)...ccciiiirnenerrnecens 24
ANANSIS EOUAAISTICO . ceeverrereeeeeiiiissrersmramrrrntrsesee s s s s e nEr s s s e s e b paaran e aan s sy s L SR R s 25
RESULTADOS ..o eeeeeeeevesiisbirssnssaereseesaasesssssssssn st et assamaasssdsas s st bebarasm et sEa s st 26

Comparacion entre la respiracion y la dormancia en yemas de vid a lo largo del ciclo
ANUE] @ CIECIMIERTO ...veeeeeirrirssnrerrrereeestes sarsa b as s se e s as s et s b e e e de b s e 26
Efecto de la transicidn de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresion de genes
relacionados a la fermentacion (VWWADH2) y a la via de las pentosas fosfato
7L a2 ) O R T S 27

vi




Efecto de la transicién de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresion de genes de

Efecto de la transicion de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresion de genes
relacionados a la respiracién aerdbica (ciclo TCA y mETC) en yemas de vid........... 33
Efecto de la temperatura sobre la tasa de consumo de oxigeno en yemas para-y

B O OITNIANIES .. v oo veereereeessrrsreessesrasareaneerasssssrsssnsn feaaaa i EEE e O Eaa s RE IS AT ER R e s s m R st E e b 1 35
Efecto de compuestos rompedores de dormancia sobre la tasa de consumo de
oxigeno en yemas endodoMMIAntES .....c..curieernirrsesssnas s s 3B
Efecto de la glucosa sobre la tasa respiratoria de YemMas ... 37
Efecto de} acido abscisico sobre la tasa respiratoria y en los niveles de azlcares

solubles de yemas de vid paradormantes .......ccoiimenn e 38
Efecto de la hipoxia, ABA y transicion hacia la ED sobre los niveles de expresién de
los genes WSnRKT en yemas de Vid......c.coiiinmnnise s 40
Efecto del fotoperiodo sobre la expresién dei gen VWNCED3 de la ruta biosintética de
ABA en yemas de Vi ... st e 43
DISCUSION. .o oo eceereres e sasssseemsseesssssssssesesesstssbessessa s anbas g st dsenEe s ss s EE bbb a0 44
La tasa respiratoria de las yemas de vid esté inversamente relacionada con la
profundidad de 18 dOMMANCIA ..o 44
ABA como un regulador clave en la dormancia de yemas de vid ... 48
CONCLUSIONES ..ot evveeeeeeee st ssssrsseesesanessaereessiessns sarmsat berasses sars s anatsbasarssasassasnassssases 51
PROVYECCIONES .. o eceetieesresieeeesreaesessssessaesassessessatsssssssss st stesantsasssersasbbitnisssnsans asnnsise 53
PRESENTACIONES EN CONGRESOS ......cciiiiriimisnirrrmsesce st nsssissss s nsssnass s ssenns 53
BIBLIOGRATFIA oot eeee et stier e e e e er st ses st s s s se 4 e A RS e R AR AR 54

vii




[NDICE DE TABLAS

Tabla 1 Partidores utilizados en los experimentos de RT-qPCR

..................................

viit




INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ciclo anual de crecimiento de [avid......oovrcncnminnr s 7
Figura 2 Vias metabdlicas del catabolismo de [a glucosa B-fosfato........ccommrineniiennns 15
Figura 3 Tasa de respiracion [nmol O, min-1 GPF] de yemas de Vitis vinifera cv.
Thompsen Seedless a lo [argo del ciclo anual en comparacién a la profundidad de
domancia de las mismas establecida de acuerde a su BRgg (di@s). .ooovcinivicennnns 27
Figura 4 Efecto de la transicién de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresién de los
genes WADH2y VWWG6PDH en yemas de VIlis VIMHOra .......cvvvvrrnsrisinininnnnnn. 29
Figura 5 Efecto de la fransicién de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresian de los
genes de la ruta biosintética de almidon; y contenido de almiddn a lo largo del ciclo
de crecimiento en yemas de VIfis VIIfera........oceiines 31
Figura 6 Niveles de aziicares solubles glucosa, sacarosa y fructosa en yemas de Vilis
vinifera cv. Thompson SEEAIEES .....ccccviivvrimiirmisn sttt et 32
Figura 7 Efecto de la transicion de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresion de los
genes relacionados a |a respiracion aerdbiCa ... 34
Figura 8 Efecto de la temperatura sobre la tasa de consumo de oxigena de yemas
endodommantes y paradormantes de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless .......cc.. 36
Figura 9 Efecto de los compuestos rompedores de dormancia, cianamida hidrogenada
(H,CN,) y azida de sodio (NaN;) sabre la tasa respiratoria de yemas endodormantes
de nodo Unico de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless. ... 37
Figura 10 Efecto de la glucosa sobre la tasa de consumo de oxigeno en A) yemas
paradomantes y B) yemas endodormantes de Vilis vinifera cv. Thompson Seedless .38
Figura 11 Efecto del 4cido abscisico (ABA) sobre la tasa respiratoria de yemas de Vitis
vinifera cv. Thompson SEedIESS. ..o wirrier e s 39
Figura 12 Efecto del acido abscisico (ABA) sobre los niveles de az(icares solubles en
yemas paradormantes de Vitis vinifera cv. Thompson SeedleSs ... 40
Figura 13 Efecto de la hipoxia, acido abscisico (ABA) y transicidn hacia la ED scbre los
niveles de expresion de los genes VWSnRk? en yemas de Vilis vinifera cv. Thompson
LYy | =T = TR U PP PPN PR ST 42
Figura 14 Efecto del fotoperiodo sobre la expresion de VWNCED3 en yemas de vid...43




LISTA DE ABREVIATURAS

1,4-GB: enzima ramificadora de almidén (1,4-glucose branching)

ABA: &cido abscisico

ACO: aconitasa o aconitatohidratasa

ADH: alcoholdeshidrogenasa

AGPase: ADP-glucosapirofosforilasa (ADP-glucosepyrophosphorylase)
ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosintrifosfato

BLAST: hemamienta bdsica de buUsqueda de alineamiento local (Basic Local
AlignmentSearchTool)

BLAT: herramienta de alineamiento tipo Blast (Blast-LikeAlignmentTool)

BRso: tiempo medio para que ocurra la brotacién del 50% de una poblacién de yemas
bajo candiciones forzadas de brotacion

BSTFA: N,O-Bis (Trimetilsilil) Trifluoroacetamida

c¢DNA: DNA complementario

CITC: citocromo ¢

COX: citocromooxidasa

CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio (CetilTrimethylAmmoniumBromide)
dNTP: deoxinucledtidostrifosfato

ED: endodormancia

EDTA: acido etileno diaminotetraacético (EthyleneDiamideTetraceticAcid)
EST: marcador de secuencia expresada (expressedsequencetag)

FC: fotoperiodo corto

FID: detector de ionizacion de llama (Flamelonization Detector)

FL: fotoperiedo largo

FUM: fumarasa o fumaratochidratasa




G6PDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (glucose 6-phosphate dehydrogenase)
GC: cromatografia de gases (gaschromatography)

GPF: gramos de peso fresco

H.CN,: cianamida hidrogenada

H,0.: peroxido de hidrogeno

mMETC: cadena ftransportadora de electrones  mitocendrial (mitocondrial
electrontransporterchain)

NAD* nicotinamida adenina dinucledtido

NaN,: azida de sodio

NCED: 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (S-cis epoxycarotenciddioxygenase)
PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa i

PD: paradarmancia

Qi0: cambia proporcional en la respiracién cada 10 °C de aumento en la temperatura
RF: requerimiento de frio

RT-gPCR: PCR cuantitativo en tiempo real

SnRK1:SNF Related Kinase (sucrose-non-fermenting-1-related)

$S: almidénsintasa (starchsynthase)

TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos {tricarboxylicacidcycle)

xi




RESUMEN

La endodormancia (ED) es un rasgo de las plantas lefiosas de clima templado que se
manifiesta en respuesta a estimulos medioambientales como las bajas temperaturas, el
acortamiento del fotoperiodo o la deshidratacién, y se caracteriza por una detencion
temporal del crecimiento, permitiendo asi la sobrevivencia de las plantas durante el
periodo invernal. En la vid (Vitis vinifera L.), se ha demostrado que la ED es inducida
bajo condiciones de fotoperiodo corto {FC), donde las yemas presentan cambios

metabdlicos que les permite soportar [as bajas temperaturas invemales.

En este estudio, se encontrd una relacién inversa entre la profundidad de la ED y la
tasa de consumo de oxigeno en yemas de vid. Ademas, se enconiré que genes que
codifican para enzimas relacionadas con la respiracion aerébica disminuyen su
expresion en respuesta al FC, mientras que genes que codifican para enzimas
relacionadas con vias del metabolismo del carbono, incluyendo la biosintesis de
almidén, aumentan su expresién. Por otra parte, estimulos como el incremento en la
temperatura o la adicién de glucosa, que normalmente aumentan la tasa respiratoria en
los tejidos vegetales, como en yemas paradormantes, tuvieron un efecto muy débil o
ninguno sobre la tasa respiratoria de yemas endodormantes, sugiriendo la presencia
de un inhibidor respiratorio o metabdlico dentro de estas yemas. En este trabajo,
proponemos que dicho inhibidor podria corresponder al acido abscisico (ABA), ya que
la aplicacién de esta fitohormona disminuye la tasa respiratoria de yemas

paradomantes y aumenta los niveles de expresion del gen VwSnRK1, que codifica




para una enzima perteneciente a una familia de proteinas kinasas conocidas por su

papel como sensor energético, promoviendo tolerancia al estrés y la sobrevivencia.

Finalmente, se observd que el FC también induce la expresién del gen WNCED3, que
codifica para la enzima 9-cis-epoxicarateno dioxigenasa, enzima clave en la biosintesis
de ABA. Asi ABA, a través de WSnRK1 podria jugar un rol importante en la regulacion

de los cambios metabdlicos que acompafan la ED en yemas de vid.




ABSTRACT

Endodormancy (ED) is a feature of temperate woody plants that manifests in response
to environmental stimuli such as cold temperatures, photoperied shortening or
dehydration, and is characterized by a temporary growth arrest, thus permiting the
survival of plants during the winter period. In the grapevine (Vitis vinifera L.), it has been
demonstrated that ED is induced under short-photoperiod (SP) conditions where buds

show metabolic changes that allow them to cope with low winter temperatures.

In this study, an inverse relationship between the depth of ED and the rate of oxygen
consumption was found in grapevine buds. Furthermore, it was found that genes coding
for enzymes related in its aerobic respiration decreased their expression levels in
response ta SP, whereas genes that encode for enzymes related to carbon metabolism,
including starch biosynthesis, are upregulated. On the other hand, stimuli such as
temperature rise or the addition of glucose, that normally increase the respiratory rate of
plant tissue, as in paradormant buds, hadiittle or no effect on the respiratory rate of
endodormant buds, suggesting the presence of a metabolic or respiratory inhibitor
within these buds. In this work, we propose that this inhibitor could correspond
toabscisic acid (ABA), since the application of this phytohormone reduces the
respiratory rate in paradormant buds and increases the expression level of WSnRK1,
that encodes for an enzyme belonging to a family of protein kinases known for its role
as energy sensors, promoting stress tolerance and survival. Finally, i was observed
that a SP also induces the expression of VWNCED3, coding for the enzyme S-cis-

epoxycarctencid dioxygenase, which is a key enzyme in ABA biosynthesis. Thus, ABA,




through the mediation of WSnRK1, could play an imporiant role in the regulation of

metabolic changes accompanying ED in grapevine buds.




INTRODUCCION
Antecedentes generales

La familia Vitaceae comprende alrededor de 1000 especies asignadas a 17 géneros
distintos que son tipicamente arbustos o lianas lefiosas que trepan usando sus
tendrilos o zarcillos. Aunque la mayoria de las especies Teside en zonas tropicales y
subtropicales, tan solo algunas especies de climas temperados lideran el mercado
mundial para la produccién tanto de vinos, pasas, uva fresca o jugos. El género Vitis
comprende alrededor de 60-70 especies, y Vitis vinifera L., es la especie mas cultivada

hoy en dia (Keller M, 2015).
Ciclo de crecimiento-dormancia

El hébito de crecimiento de las plantas perennes lefiosas en zonas temperadas esta
caracterizado por alternar periodos de crecimiento y dormancia en respuesta a las
fluctuaciones estacionales en las condiciones medicambientales como la temperatura y
el fotoperiodo (Rohde & Bhalerao, 2007). Estas plantas desarrollan anualmente
érganos complejos llamados yemas, las que poseen un meristema apical (SAM)
encargado de mantener la poblacion de células troncales o madres (Cooke y col,,
2012). Vitis vinifera produce dos tipos de yemas en cada axila foliar, una yema simple
que es axilar a la hoja (yemas axilares o laterales), y una yema compuesta, formada
por la yema primaria y dos yemas mds pequefias llamadas secundarias, que se
encuentran protegidas por bractedlas; estas yemas compuestas son también llamadas
dormantes o latentes (Morrison J, 1991). Las yemas compuestas crecen formando
tallos solo después de pasar por un periodo de domancia, mientras que las yemas

laterales no entran en dormancia sino que elongan hacia tallos laterales o son




abortadas el mismo afo en que son iniciadas. El meristema de la yema latente se
diferencia hacia todos los elementos basicos de los brotes inciuyendo el primordio
indiferenciado el que se puede desarrallar hacia inflorescencia o tendrilos (Mullins y
col., 1992). Sin embargo, este proceso de diferenciacion celutar se ve interrumpido por
la entrada de las yemas latentes a la endodormancia (ED), periodo durante el cual el
meristema entra en receso. Al final de la ED, el meristema retoma su actividad y las
yemas reanudan el crecimiento de los brotes asociados con el desarrollo y la formacicn

de flores (Morrison J, 1891}
Dormancia de yemas en vides

La domnancia de yemas evoluciond como una estrategia morfogenetica y
secundariamente fue adoptada por propésitos adaptativos. La yema aparecio alrededor
de 100-400 millones de afios antes que la semilla {Rohde & Bhalerao, 2007). Lang y
col. (1987) concluyeron que la dormancia solo ocurre en las estructuras de las plantas
que contienen un meristema, y es un estado fisicldgico que se caracteriza por la
incapacidad de iniciar el crecimiento de los meristemas bajo condiciones favorables, y
que le permite a la planta resistir las condiciones adversas del inviemo (Rohde &

Bhalerao, 2007).

Durante el ciclo anual de crecimiento es posible distinguir distintos estadios de
desarrollo de la dormancia; a) la paradormancia en que el crecimiento es inhibido por
factores exdgenos a la yema (inhibicion carrelativa); b) la endodormancia o dormancia
verdadera en que la detencién del crecimiento se debe a factores enddgenos
presentes dentro de la yema. Este estado se caracteriza por una baja tasa metabdlica

de las yemas, y operacionalmente, se define como un retardo en la brotacion de las




yemas bajo condiciones dptimas de luz y temperatura; c) la ecodormancia es un estado
quiescente en el cual el crecimiento de la yema depende de factores ambientales
(Lang y col., 1987) (Fig. 1). La endodormancia también ha sido definida como un
estado en el cual la morfogénesis primaria en el tallo embrionario dentro de la yema se
encuentra obstruido por un mecanismo intrinseco, y dado que el meristema apical del
tallo (SAM) tiene un papel central en la morfogénesis primaria, podria ser el focus de
este mecanismo intrinseco. De esta forma, la endodermancia seria un estade de auto-
detencién y podria ser mejor entendido en términos de una interrupcién estratégica de
la auto-organizacién en el SAM, en que la comunicacion celular se detiene frente a
sefiales de fotoperiodo corte, entrando en un estado offline (van der Schoot & Rinne,

2011).

Recientemente, se realizé un analisis de la variacion transcriptomica a lo largo del
desarrollo de las yemas latentes en V. vinifera, demostrando que los mayores cambios
transcripcionales estdn asociados a las fransiciones parafendodormancia,
endo/ecodormancia y ecodomancia/brotacién. Sin embargo, a pesar de toda esta
informacién, aun es desconocido cudles son los principales cambios metabdlicos y
bioguimicos que hacen que el meristema de las yemas latentes se vuelva menos
sensible a las sefiales promotoras de crecimiento durante la ED (Diaz-Riquelme y col.,

2012).
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Figura 1. Ciclo anual de crecimiento de la vid. Se muestran los meses del afio asociados al estado fisiologico de las
yemas. Modificado de Diaz-Riquelme y col., 2012.

Regulaciéon medioambiental de la dormancia en yemas

En la mayoria de las plantas lefiosas de clima templado el estado dormante se
establece progresivamente, y para ello, es necesario el cese del crecimiento, el que es
causado por sefiales ambientales. Estas corresponden a la luz y la temperatura, las
que juegan un papel significativo en la induccién y salida de la endodormancia, con la
luz jugando el papel dominante en la mayoria de las plantas perennes lefiosas

(Horvath y col., 2003).
Efecto del fotoperiodo

El papel del fotoperiodo en el control del cese del crecimiento es bien conocido, y la
inactividad se alcanza en cualquier apice a través de sefiales emitidas por las hojas,
las que detectan el fotoperiodo, mediados por los fitocromos (Campoy y col., 2011).
Mientras que muchas plantas lefiosas cesan el crecimiento en respuesta tanto a la
temperatura como al fotoperiodo, se ha demostrado que las vides son capaces de
iniciar el cese del crecimiento en respuesta solo al FC (Fennell & Hoover, 1981; Wake
& Fennell, 2000), al igual que en alamo (Olsen y col., 1997). Por otra parte, en peras y
manzanas se ha demostrado que el cese del crecimiento y la induccion de la

dormancia es controlado por las bajas temperaturas (Cook y col., 2005, Heide &




Prestrud, 2005). Fennell & Hoover (1991) demostraron que V. labruscana y V. riparia
responden al FC iniciando el cese del crecimiento, y en contraste con el dlamo y otras
especies, Vitis no genera una yema terminal en respuesta al fotoperiodo corto (FC}, sin
embargo, al alcanzar un largo de dia critico se inducen otros fenotipos distintivos como
el desarrollo del peridermo, detencién del crecimiento y dormancia de las yemas
latentes (Fennell & Hoover, 1991; Wake & Fennell, 2000; Grant y col, 2013). El
crecimiento de las yemas latentes es inicialmente detenido por las sefiales de PD del
apice (He y col., 2012), pero estas yemas latentes, mantienen un proceso activo de
divisién celular y diferenciacién hasta que perciben fa sefial de FC que provoca la

entrada a la ED (Kithn y col., 2009; Grant y col., 2013).
Efecto del frio

Lz liberacién de la dormancia ocurre por exposicidn de [as yemas a bajas temperaturas
por largos periodos de tiempo y la acumulacién de frio restaura la habilidad de
crecimiento pero no promueve el crecimiento (Rohde & Bhalerao, 2007). La salida de la
dormancia por efecto del frio libera al SAM a un estado de quiescencia o supresion del
crecimiento, donde se ha recuperado la capacidad de crecimiento y desarrollo, pero
que no es activado hasta gue las condiciones de crecimiento adecuadas estén
presentes (van der Schoot & Rinne, 2011). Las yemas de los frutales caducifolios como
la vid requieren acumular una cierta cantidad de frio para brotar homogéneamente en
la primavera, esto se conoce coma requerimiento de frio (RF) y es un caracter que esta
determinado genéticamente y varia con la especie (Pérez y col., 2009), y el no
cumplimiento de los RF produce una brotacion erratica y dispareja que hace inviable la

produccidén a nivel comercial del cultivo. Sin embargo, en el caso de la vid este




problema ha sido parcialmente resuelto a través del uso de quimicos como la azida de

sodio (NaNs) y la cianamida hidrogenada (H.CN2) (Pérez'y col., 2009).
Control hormonal de la dormancia en yemas

El control del ciclo de dormancia estd dado no sélo por factores medioambientales
como el fotoperiodo sino que también existe regulacion hormohal. Se ha estudiado
principalmente la relacién de la dormancia con las fitohormanas giberelinas y acido

abscisico.
Giberelinas (GAs)

Se ha asociado a las GAs con la induccién del cese del crecimiento, en que un nivel
reducido de GA activa es un prerrequisito para éste. El FC causa la disminucién de
GA20 oxidasa, la enzima del paso limitante en la biosintesis de GA. Se ha sugerido
que la reduccién de las GAs activas, en lugar de [a sensibilidad hacia las GAs juega un
mayor papel en el cese del crecimiento {Hoffman, 2011). Como es necesaria GA activa
para la elongacion del tallo, la brotacion de las yemas es dependiente de niveles
suficientes de GA. En arboles de Populus, bajos niveles de GA activa por
sobreexpresion de la enzima catabolica GA2-oxidasa o alteracion en la percepcion por
la sobreexpresién de GA INSENSITIVE o receptores RGA-lke, muestran
establecimiento temprano de las yemas y brotacion tardia de las mismas (Zawaski y
col., 2011; Cooke y col., 2012). Ademas, en alama también se ha demostrada que ia
aplicacion de GA estimula la sintesis de B-1,3-glucanasas necesarias para la
degradacién de tapones de callosa en los plasmodesmos del meristema apical, lo que
es necesario para la reactivacién de los meristemas y la salida de la dormancia (Rinne

y col., 2011).
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Acido abscisico (ABA)

ABA ha sido reconocido coma una sefial clave inducida en estrés por frio o sequia,
postuléndose un papel clave de esta hormana en la regulacién de la dormancia en
yemas. Se ha sugerido que la profundidad de la dormancia esta relacionada con los
niveles enddgenos de ABA (Tamura y col., 1993). En frutales como manzano (Mafus
domestica), cerezo (Prunus cerasus) y durazno (Prunus persica), altos niveles de ABA
estén asociados a un bajo nivel de brotacion, sugiriendo que ABA estaria retrasando la
brotacién de las yemas y por tanto su salida de la endodormancia (Seeley & Powell,

1981; Mielke & Dennis, 1978; Bowen & Erickson, 1978).

Para el caso de la vid, estudios indican que los estimulos rompedores de dormancia
como los compuestos cianamida hidrogenada (H.CN), azida de sodio (NaNs), como
también Ia hipoxia, podrian estar modificando el metabolismo de ABA y de esta forma
ejerciendo su efecto (Zheng y col., 2015). Ademas, los niveles de ABA alcanzan un
maximo durante el periodo de ED (Zheng y col., 2015). A pesar de estos anlecedentes,
el mecanismo de accién de dicha hormona en relacién a la dormancia en fas yemas no

ha sido claramente dilucidado hasta el momento.
Otras hormonas

En diversas especies se ha descrito una relacion de las auxinas con la dormancia. Los
niveles de la auxina 3- acido indol acético (IAA) declinan gradualmente bajo FC, en
sauce y abedul de plata, en paralelo con un incremento en [a endodormancia, Los
niveles de IAA son bajos en tubérculos de papa endodommantes e incrementa en las
yemas del tallo en forma previa al inicio del crecimiento (Chao y col., 2007). Por ofro

lado, la hormona etileno  ha sido involucrada en la mediacion de la induccién de la
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dormancia y en su liberacién, posiblemente a través de la regulacién cruzada con ABA.
Aungue la biosintesis y sefializacion parece preceder a ABA durante el inicio de la
dormancia en Populus, también podria actuar sinérgicamente con ABA, dado que
constructos con ganancia de funcion de ETHYLENE RESPONSET (ETR1) entran en
dormancia y forman yemas con morfologia alterada (Cooke y col., 2012). Finalmente,
las citoquininas, a pesar de su papel central en la regulacién de la division celular, no
han sido muy estudiadas en relacién con la domancia. Sin embargo, se ha
demostrado en kiwi que la aplicacién exégena de citoquininas son capaces de inducir
un mayor porcentaje de brotacion respecto a los controles, como también una mayor

uniformidad del crecimiento de las yemas (Fabbreni, 2008).
Metabolismo energético y dormancia en yemas de vid

La estacionalidad y los consecuentes cambios en el fotoperiodo, tienen efecto sobre el
flujo de energfa desde un érgano fuente como las hojas hacia uno sumidero como las
yemas y es sensado por el estado redox de los componentes de la cadena de
transporte de electrones, los que contribuyen a la reduccién de transmisores redox,
especies reactivas de oxigeno (ROS) y antioxidantes, y estos cambios pueden alterar
la expresion génica a nivel transcripcional y post-transcripcional (Ensminger y col,
2006; Foyer & Noctor, 2005; Dietz & Pfannschmidt, 2011). Se presume que una serie
de cambios metabdlicos ocurren por efecto del acortamiento del fotoperiodo y la
induccién de la dormancia, de forma de pemmitir la sobrevivencia de las yemas de vid

durante el invierno.

La respiracién entrega energia en forma de ATP y poder reductor que son necesarios

en distintos procesos bloldgicos, y esta generalmente regulada por el suministro de
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catbono y/o la demanda de ATP de los procesos celulares (Amthor, 1989; Noguchi &
Terashima, 1997). Puede ser dividida en tres vias metabdlicas principales: la glicdlisis,
el ciclo de los acidos tricarboxilicos mitocondrial (TCA) y la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (METC). La oxidacién de la glucosa en el proceso de glicolisis
contintia con la produccién de poder reductor en forma de NADH y FADH; en el ciclo
TCA, los que pueden ingresar a la mETC para generar finalmente ATP que sostendra
los distintos procesos biolégicos (Femie y col., 2004).El ciclo TCA consta de una serie
de reacciones enziméticas, entre las cuales la enzima aconitasa o aconitasa hidratasa
(ACO) cataliza la isomerizacion de citrato a isocitrato y la enzima fumarasa o fumarasa
hidratasa (FUM) cataliza la reaccién reversible de hidratacion/deshidratacion de
fumarato a malato (Sweetlove y col, 2010). En cuanto al mETC, la citocromo ¢ oxidasa
(COX) es la enzima teminal de esta via y se encuentra embebida en la membrana
mitocondrial interna donde media la transferencia de electrones desde la forma
reducida de citocromo ¢ al oxigeno molecular (Dhar y col., 2013). El complejo COX
esta formado por 13 subunidades, 10 de las cuales estan codificadas en el genoma
nuclear y las 3 de mayor tamario estan codificadas en el genoma mitocondrial (Dhar y
col., 2013). Ademas, la proteina citocromo ¢ (CITC) la que esta asociada a la
membrana interna mitocondrial, transfiere electrones entre los complejos lll y IV (COX)

{Noctor y col,, 2007).

En ausencia de oxigeno, el funcionamiento continuo de la glicélisis requiere del
reciclaje de NAD", el que es generado en la fermentacion, en el paso enzimatico
catalizado por ADH, produciéndose sélo dos moléculas de ATP (Fernie y col., 2004,
Strommer, 2011). La alcohol deshidrogenasa (ADH) es la enzima terminal de la

fermentacion etanélica y convierte acetaldehido a etanol, proceso durante el cual se
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produce NAD" el que permite que durante la glicdlisis se genere una cantidad limitada

de ATP (sélo dos moléculas) (Strommer, 2011).

Por ofra parte, la via de las pentosas fosfato entrega una fuente de poder reductor en
forma de NADPH para la mantencién de distintos procesos biosintéticos. En este ruta,
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la enzima clave y cataliza el primer
paso enzimatico de la via en que ocurre la conversion de glucosa 6-fosfato (GBP) a 6-
fosfogluconolactona (PGL) liberando una molécula de NADPH en el proceso (Kruger &

von Schaewen, 2003).

Otra via de destinacién de la glucosa en forma de GBP, es su ingreso a la ruta
biosintética de almidén. En las plantas superiores, el almidén es sintetizado en los
plastidios de células fotosintéticas y no fotosintéticas, y es el principal carbohidrato de
reserva, jugando importantes papeles durante el ciclo de vida de la planta.
Corresponde a un glucano insoluble compuesto de dos polimeros de glucosa:
amilopectina que es de mayor tamafio y posee una alta frecuencia de enlaces a-1-6-
glucosidicos, y amilosa que es de menor tamafio y lineal (Leterrier y col., 2008). La
biosintesis de almidon se compone de reacciones enzimaticas secuenciales
catalizadas por ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPase), almiddn sintasa (SS), enzima
ramificadora de almidon (1,4-GB) y enzima desramificadora de almidon (DBE)
(Zeeman y cal., 2010). La ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPase) es una enzima
heterotetramérica que cataliza la produccion de ADP-glucosa y pirofosfate inorganico
(PPi) a partir de glucosa 1-fosfato (G1P) y ATP, donde la ADP-glucosa sera el
precursor inmediato de la sintesis del almidén (Huang y col., 2014). Las almidén
sintasas (SS; EC 2.4.1.21) elongan cadenas de glucanos de amilosa y amilopectina.

Catalizan la transferencia de una molécula de glucosa a la ADP-glucosa via un enlace
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a-1,4-glucosidico. La actividad coordinada de distintas isoformas de S8 ayudan a
generar el granulo de almidon (Leterrier y col., 2008). La ramificacion del almidén es
generada por las enzimas ramificadoras (1,4-GB; EC 2.4.1.28) que cortan las enlaces
a-1,4-glucosidicos existentes y transfieren el segmento cortado de seis 0 mas unidades
de glucosa al C6 de un residuo glicosil de otra (o la misma) cadena de giucano.
Finalmente, las enzimas desramificadoras de almidén (DBE; EC 3.2.1.41 y 3.2.1.68)
hidrolizan enlaces a-1,6-glucosidicos de la amilopectina, siendo cruciales para la

estructura final del granulo de almidén (Zeeman y col., 2010).

Finalmente, existe evidencia de que la aplicacion de H,CN. a yemas de vid dormantes,
genera un estrés respiratorio transitorio el que resulta en un incremento temporal en la
razén AMP/ATP. El AMP es una conccida sefial de estrés sensada por kinasas SNF-
like (sucrose-non-fermenting-like) (Or y col., 2000). SnRK? (sucrose-non-fermenting-1-
related) en plantas codifica para una proteina perteneciente a una familia altamente
conservada de proteinas kinasas, homélogos de las SNF de levaduras y que acttian
como sensores energéticos regulando la expresion de genes en respuesta a
deficiencias energéticas que incluyen condiciones de oscuridad e hipoxia (Baena-

Gonzalez y col., 2007).

Un esquema de la integracién de estas rutas metabdlicas se muestra en la figura a

continuacién, destacando los genes a analizar en el desarrollo de este trabajo:
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Figura 2. Vias metabdlicas del catabolismo de la glucosa 6-fosfato. Se muestra la interconexién entre las vias de las
pentosas fosfato, fermentativa, de biosintesis de almidn, ciclo TCA y cadena de transporte de electrones mitocondrial
(METC) analizados en el proceso de dormancia de yemas de vid. En color rojo se destacan los genes analizados y en
color naranja los metabolitos cuantificados. 1,4-GB: enzima ramificadora de almidén (glucose branching), a-AMY: a-
amilasa, ADH: alcohol deshidrogenasa, ADP: adenosin difosfato, AGPase 'ADP-glucosa pirofosforilasa (ADP-glucose
pyrophosphorylase), ATP: adenosin trifosfato, CHsCHO: acetaldehido, EtOH: etanol, FADH,: flavin adenin dinucledtido,
G1P: glucosa 1-fosfato, G6P: glucosa &-fosfato, GBPDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, NAD+: nicotinamida
adenina dinucleétido, NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, PDC: piruvato descarboxilasa, PGL: 6-
fosfogluconolactona, PGM: fosfoglucomutasa, SS: almidén sintasa (starch synthase).
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Hipotesis

Considerando que [a transicién de paradormancia a endodormancia en yemas de Vitis
vinifera es un proceso de reajustes metabdlicos, en particular, del metabolismo
energético, y que por otra parte, existen cambios en los niveles de la hormona acido
absicisico (ABA) asociados al ciclo de dormancia, se plantea la siguiente hipdtesis:
"ABA es un regulador clave asociado @ los cambios metabdlicos que acompaiian la

entrada a la endodormancia”

Objetivos

Obijetivo general
Establecer relacion entre cambios en el metabolismo energético y la dormancia
en yemas de Vilis vinifera

Obijetivos especificos

Determinar cambios en la tasa respiratoria en las yemas de Vitis vinifera a lo
largo del ciclo anua!l de crecimiento, relacionandolos caon la profundidad de la
dormancia

Determinar el efecto de la temperatura sobre la tasa respiratoria de yemas
endodormantes y paradommantes

Establecer efectc de compuestos rompedores de la dormancia sobre la
respiracion de yemas endodormantes

Determinar posibles cambios metabélicos asociados a la dormancia mediante la
cuantificacion de los niveles de expresién de genes claves de las siguientes

vias metabélicas: ciclo TCA, fermentacién alcohdlica, cadena de transporte de
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electrones mitocondriales (METC), pentosas fosfato y biosintesis de almidan,
durante la transicion de PD a ED, y el efecto del fotopericdo sobre los mismos
Determinar posibles cambios metabélicos asociados a la dormancia mediante la
cuantificacién de los niveles de azlcares solubles y almidén durante la
transicion de PD a ED, estableciendo su relacién con metabolismo respiratorio
Dilucidar la posible relacién de la hormona vegetal acido abscisico (ABA) con

cambios metabélicos asociados a la dormancia de yemas




MATERIALES Y METODOS

Estado de dormancia de las yemas

La brotacion de esquejes de yema finica bajo condiciones forzadas de crecimiento es
un indicador comun usado para describir la profundidad de la dormancia en vides
(Koussa y col.,, 1994; Dennis, 2003). Este sistema permite trabajar con un gran nimero
de yemas, otorgando una representacién apropiada del estado de donmancia de una
poblacién dada de yemas en un punto especifico del tiempo durante el ciclo de
dormmancia. Se colectaron varas de 8 afios de edad (Vitis vinifera cv. Thompson
Seedless} crecidas en la estacion experimental del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA La Platina) ubicado en Santiago (33°34'S latitud), cada 2-3
semanas, desde el 11 de diciembre hasta mediados de agosio de la temporada
2012/2013. Se cortaron varas que poseian 10 yemas y fueron llevadas al labaratorio.
Las varas fueron cortadas en esquejes de yema Unica (10-12 cm de largo) y 30 de
ellos se montaron en una base éie polipropilenc &n una bandeja con agua para cada
coleccién de datos vy se manfuvieron en la camara de crecimiento 2 23 £ 2°C y bajo 16
h de fotoperiodo 150 pmolm™s™ (condiciones forzadas). El agua fue reemplazada en
las bandejas cada 5 dias por un periodo de 30 dias. La aparicion de tejido verde visible
en la punta de la yema fue considerada como indicativo de la brotacidn de la yema.
Para estimar [a profundidad de la dormancia se utilizé el pardmetro BRso el que es una
estimacion del tiempo medio para que ocurra [a brotacidn del 50% de las yemas bajo

condiciones forzadas (Pérez y col., 2007).
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Medicién de la tasa de respiracion de las yemas

La respiracién fue monitoreada por el consumo de oxigeno usando un elecirodo tipo
Clark (Hansatech, Norfolk, UK) a 25 °C. El oxigrafo fue calibrado con 1 ml de agua
saturada con aire y la concentraciéon referencia de O, fue de 260 nmol/ml. Cada
experimento se llevd a cabo utilizando una yema suspendida con un hilo para evitar
que esta toque el fondo e interfiera con el agitador magnético. A la camara del oxigrafo
se agregd 1 ml de buffer fosfato 100 mM pH 7,0, el que se mantuvo en constante
agitacion durante el transcurso de los experimentos, y dentro de éste se sumergié Ia
yema suspendida. Se utilizaron yemas de V. vinifera cv. Thompson Seedless
colectadas en diferentes periodos del afio de la temperada 2012/2013. Los
experimentos para determinar el efecto de la temperatura, la glucosa y ABA sobre la
respiracion se realizaron con yemas paradormantes y endodormantes, y los
experimentos para deteminar el efecto de compuestos rompedores de dormancia
H.CN; y NaN; se realizaron sélo en yemas endodormantes. Los experimentos de
efecto de la temperatura sobre la respiracidn se realizaron a 5, 10, 15 y 25 °C usando
un bafio termorregulade (VWR, Scientific Products, USA). Para los experimentos con
glucosa y ABA, esquejes de yema Unica fueron rociados con una solucién de 2%
glucosa y 100 pM ABA, respectivamente. Ambos compuestos fueron disueltos en agua
por lo que ésta fue usada como contral. El efecto de los compuestos rompedores de
domancia H:CN; y NaN; se determind rociando esquejes de yema tnica con 2,5 %
H.CN; v 2 % NaN,, respectivamente. Ambos compuestos fueron disueltos en agua por
lo que ésta fue usada como control. Finalments, para todos los fratamientos los

esquejes fueron colocados en una camara de crecimiento a 23 £ 1°C y 16 h fotoperiodo
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y la tasa de respiracion de las yemas fue medida en oscuridad a 30 °C, excepto para

los estudios de influencia de la temperatura.

Cuantificacion de niveles de azicarss y almiddn

Se colectaron yemas de Vilis vinifera cv. Thompsan Seedless en diferentes fechas
durante [a temporada 2013. Las yemas (0,2 gr aprox.) se molieron con pistilo y mortero
en nitrégeno liquido y se realizé una extraceién con 3 ml de acetona fria y luego con 1X
de cloraformo con alcohol isoamilico (24:1). La suspehsion se centrifugd a 13.000 g por
3 min y el pellet fue secado y extraido con 2 ml de etanol 80% (v/v} por 30 min en un
bafio con agua caliente a 60°C. Esta extraccidn se repitio 3 veces y el contenido de
almidén del pellet fue determinado después de la extraccidn con etanol de los azldcares
solubles por extraccion acida usando el reactivo antrona (Hansen & Moller, 1975). El
sobrenadante seco obtenidoe de la extraccion con etancl fue disuelto en 100 pl de
piridina y una alicuota de 15 pl fue derivatizada agregando 5 pl BSTFA (Sigma-Aldrich,
USA), la mezcla fue calentada a 90 °C por 30 min. Los analisis cromatograficos de las
muestras de azlcares derivatizadas se realizaron utilizando un cromatografo de gases
Shimadzu GC 2014 (Shimadzu Corporation, Kioto, Japon) equipado con una columna
capilar CBP1 y un detecior FID. Las condiciones de operacidn fueron las siguientes:
temperatura del inyector y detector a 180 °C y 300 °C, respectivamente; flujo de gas
carrier (helio) a 1 ml/min; volumen de inyeccion de 1 i con un flujo splifter 50:5. El
horno fue programado a temperaturas de 60-200 °C a una tasa de 30 °C min' y de
200-280 °C a una tasa de 5 °C min™'. Se construyeron curvas estandar para la

determinacién de las cancentraciones de aztcares.
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Tratamientos de fofoperiodo

En un proyecto con colaboradores de Brasil, se analizo el efecto del fotoperiodo sobre
la expresion de genes cedificantes para enzimas relacionadas con la sintesis de
almidén (VWAGPase, WSS1, WSS3 y W1,4-GB), fermentacién (VWADH2), via de [as
pentosas fosfato (WG6BPDH), ciclo TCA (WACO2, WFUM), mETC (WCOX6a;
WCITC) y sintesis de ABA (WNCED3) en yemas de Vitis vinifera cv. ltalia melhorada.
Los experimentos fueron realizados cerca del trépico en Messorg, Brasil, donde existen
variaciones muy pequefias en el largo del dia y en la temperatura lo que facilita el
desarrollo de este tipo de experimentos. Como material vegetal se utilizaron esquejes
de V. vinifera cv. Italia melhorada en portainjertos IAC 572 crecidos en la Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), localizada en Messoré (5°127167'S), donde el
fotoperiodo natural durante todo el afic es 12/12 hrs dia/noche y la temperatura fluctua
entre los 29-31 °C. Se realizaron 3 réplicas por fratamiento. Los esquejes enraizados
(15 por tratamiento) fueron plantados en una mezcla 1:1:1 (viviv) de tierra, arena y
estiércol en maceteros de 5 L. Una vez comenzado el crecimiento, se desamollé una
vara en cada esqueje. El 15 de octubre de 2013, vides con un crecimiento uniforme y
coh 12-16 hojas desarrolladas, fueron seleccionadas y asignadas al azar a los distintos
tratamientos de fotoperiodo por 8 semanas. Los experimentos de fotoperiodo fueron
realizados en invernaderos bajo FL (14/10 hrs dia/noche) y FC (10/14 hrs dia/noche),
dado que el largo de dia critico para Ia transicin hacia la dormancia es de 13 hrs en V.
vinifera (Kihn y col., 2009). Se suplementd con luz artificial automaticamente a las
17:30 hre de cada tarde usando un fubo fluorescente de 100 W, mientras que la

restriccion luminica fue impuesta con una cubierta doble de plastico negro a las 4:30
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hrs de cada mafiana. Después de los tratamientos, las yemas fueron liofilizadas y

enviadas al laboratorio para realizar los distintos anélisis de expresion génica.

Tratamientos de hipoxia

Varas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless fueron colectadas durante la ED (3 de
julio de 2013) y fueron separadas en grupos de 45 esquejes de yema Unica cada uno.
El primer grupo fue mantenido a temperatura ambiente en la oscuridad (control), y los
otros cinco grupos fueron sometidos a hipoxia por 3, 6, 12, 18 y 24 hrs. Después del
tratamiento, cada grupo fue dividido en tres subgrupos de 15 yemas cada uno (réplicas
biolégicas) para los andlisis de expresion génica. Para obtener bajas concentraciones
de oxigeno (hipoxia), los esquejes fueron colocados en camaras de vidrio con agua en
el fondo, vy se inyectd N, con un flujo continuo a 100 ml min™'. La concentracién de
oxigeno en la solucién en las camaras fue determinada polarograficamente usando un
electrodo de O, tipo Clark. La concentracién de O, en condiciones control varia entre

250-260 nmol mI" y luego del tratamiento de hipoxia llega al 8,5 % de O..

Purificacién de ARN y sintesis de cDNA

Para los experimentos de fotoperiodo, el ARN total fue extraido y purificado a partir de
yemas liofilizadas (0,05-0,1 gr) de V. vinifera cv. ltalia melhorada. Para los
experimentos de fransicion hacia la ED y con ABA, el ARN total fue aislado y purificado
desde yemas de V. vinifera cv. Thompson Seedless (0,5-0,7 GPF). En todos los casos
el ARN total fue extraido usando un protocolo mejorado del método de Chang y col.
(1993), descrito en Noriega y col. (2007) basado en el uso de CTAB. El ADN fue
eliminado mediante un tratamiento can DNAasa libre de RNAasa (1U/ uL} a 37°C por

30 min y 65°C por 10 min con EDTA 50mM (1U/ pL) para inactivar la actividad
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DNAasa. La primera hebra de cDNA fue sintetizada desde 1 pg de ARN purificado y
usando 1pL cligo{dT)1z1 (0.5 pg X uL"} como primer, 1 L dNTP mix (10 mM) y 1 pL
de Superscript ® Il RT (Invitrogen, CA, USA).

Biisqueda de secuencias génicas en bases de datos y disefio de partidores para RT-

qPCR

La busqueda de secuencias para los genes de interés se realizd a partir de la

informacion otorgada en la base de datos de NCBI (hitp:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov). Una

vez obtenidos los EST se realizé un WEB-BLAT en la base de datos gendmica de Vitis,
GENOSCOPE  (hitp:/www.qenoscope.cns.friiblat-serverfcgi-binivitisiwebBlat).  Del
WEB-BLAT se obtuvo informacion sobre las caracteristicas del gen como ubicacidn en
genoma, ¢odigo, estructura, tamafio, secuencia gendmica, secuencia de cDNA virfual y
secuencia proteica predicha. Con la secuencia completa de la proteina se puede
corrobarar que las secuencias codifiquen para las proteinas de interés, utilizando la

herramienta BlastP de NCBI (htip:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

Con |a misma secuencia también se verificd en GENOSCOPE la existencia de otras
isoformas. Una vez confimada la identidad de las secuencias, se disefiaron los
partidores especificos utilizando el software Primer3 (Rozen & Skaleisky, 2000), para

que sean amplificadas secuencias de 80-150 pb. Finalmente, los partidores fueron

chequeados con el programa OligoCalculator
(http:/Arww basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc. himl) para descartar

complementariedad entre la secuencia forward y reverse. Los partidores forward y

reverse utilizados en los experimentos de RT-qPCR se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Partidores utilizados en los experimentos de RT-gPCR. Se muestran el codigo obtenido de base GENOSCOPE

tanto como los partidores forward y reverse para cada uno de los genes de Vitis vinifera analizados.

Gen Codigo Partidor Forward Partidor Reverse
VvADH2 GSVIVT00034834001 5 CTGTGGTTCATGTTGGTTGC3’ 5'ACCGAAAATGGCGACTGATS"
VwG6PDH GSVIVT01001847001 5'CGCCAGGGATTCTTACACTC3 5 CTGAATGCTCGGATGTAGCASZ’
VvAGPase GSVIVT01030141001 5 CGGGCTTATGCCAGTAACATS' 5'GGGTTCTCAGGACTCTGCTGS’
VvSS1 GSVIVTD1038557001 5 CCATCAAGGTCCATTGCTTTS’ 5'AAAAGCGCCATAACCATCACS”
VvSS3 GSVIVT01012723001 5 TGTAGGAATGACGGGGAAAGSE® 5’AAACTGGAGCGCTAGACCAAZ’
Vv1,4GB GSVIVT01008673001 5 GCCATTGTGTACCGTGAGTGS’ 5’ GGGAATCTTGATGCTCCAAAZ"
VACO2 GSVIVT01037657001 5 TCAGGGGATCTTGACGAATCS’ 5 ATGCATGAACACGACCTTCA3Z’
VvFUM1 GSVIVT01028056001 5 TCCCTACACCCCATTCACATS’ 5'GCTGAAATCGGAAGAACTGCS'
WCOX6a GSVIVT01006593001 5'GATGGTGAGATCTGGTCTTCG3’ 5'GGCCAGCAGAGGAAGAATAGTS’
wCITC GSVIVTD1036385001 5'CTGAATGGCCTTTTCGGTAGS’ 5"TCCCAAATAACAGCCATGTTCS’
VvSnRK1a GSVIVT01011467001 5'ATTGTTCATGCACCCTCACAS’ 5'GCCTGCCCTTCTCTACAATGS’
VvSnRK1B GSVIVT01025806001 5 TCCCATCGAAACAATGACAZ’ 5 TTGGGATRAGGCAGCTAATGGS’
VvNCED3 GSVIVT01038080001 5 TTTGTGGCACGACGAGAAGACS’ 5 AGGGAACTCGTGAGGGAAGTS"
VWWUBIQUITINA  GSVIVT01038618001 5 CAGCACCGACAAAGACTTGS’ 5 CCCAGTTAGGGTTTTCACGS’

Andlisis de expresion génica por PCR en tiempo real (RT-gPCR)

El analisis de expresion génica se realizé por PCR cuantitativo en tiempo real (RT-

gPCR) usando un equipo Eco Real-Time PCR (lllumina, Inc.SD, USA) y el mix KAPA

SYBR FAST (KK4602) gPCR master mix (2 X). La amplificacion del cDNA se realizd

bajo las siguientes condiciones: denaturacion a 94°C por 2 min y 40 ciclos a 94°C por

30 s, 55°C por 30 s y 72°C por 45 s. Se realizaron tres réplicas biologicas y tres

réplicas técnicas para cada tratamiento. Las yemas colectadas el 30 de noviembre

fueron utilizadas como control en los experimentos de dormancia y yemas expuestas a

FL fueron usadas como control en los experimentos con fotoperiodo. La induccion o
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represion en los niveles de transcritos fueron calculados usando el método AACt (Livak
& Schmittgen, 2001), usando WUBIQUITINA como gen referencia. Se selecciond
VvUBIQUITINA como gen referencia porque los niveles de su transcrito se mantienen
establés en diferentes tratamientos y estados fisioldgicos (Borges y col., 2014, Coito y
col., 2012; Gonzalez-Agliero y col., 2013; Monteiro y col., 2013). Ademas en los
distintos experimentos se verificé que el Ct para este gen fuese constante y no se viese

alterado por los tratamientos.

Anélisis estadistico

Valores de BRg, para cada coleccion de datos fueron estimados usando el analisis
Probit del software estadistico Minitab (Minitab 13.31, Minitablne, USA). Para la
comparacién de todos los ofros datos de este estudic se utilizé la prueba de t-Student
en Excel para el andlisis estadistico y se considerd un p < 0,05 como una diferencia

significativa.




RESULTADOS

Comparacion entre Ia respiracién y la dormancia en yemas de vid a lo largo del ciclo

anual de crecimiento

Se midié la tasa respiratoria de yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless a lo
largo del ciclo anual de crecimiento, en vides crecidas en Santiago, Chile (33° 31°S) en
la temporada 2012/2013. Se determind una tasa respiratoria promedio de 180 [nmol O
min” GPF] durante el periodo de PD, la que cayé drasticamente a finales de Enero,
momento en el cual acurre la transicién de PD a ED (Fig. 3). Durante la ED, la tasa
respiratoria se mantuvo baja, alrededor de 40 [nmol O2 min® GPF], para finalmente
incrementar en forma previa a la brotacidn (Fig. 3). Por otra parte, se determiné que el
BRso (indicador de profundidad de dormancia) durante la PD se mantiene bajo,
alrededor de 10 dias, mieniras que al ocurtir 1a transicion de PD a ED, éste aumenta
hasta llegar a un valor de 40 dias, manteniéndose en niveles altos hasta el momento
en que la yema se prepara para brotar donde decae nuevamente (Fig. 3). De esta
forma se pudo establecer que existe una relacién inversa entre [a profundidad de la
dormancia de las yemas y la tasa respiratoria, llegando esta tltima a sus minimos

niveles durante el periodo de ED.

26
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Flgura 3. Tasa de respiracién [nmaol O, min® GPF} de yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seadless a lo largo del
cido anual en comparacion a la profundidad de dormancia de las mismas establecida de acuerdo a su BRy (dias). La
tasa respiratoria de yemas de nodo Unica fue determinada polarograficamente con un electrado de oxigeno tipo Clark a
25 °C, Barras representan el emor estandar (n=3). Valores de BRgpara cada coleccion de dalos fueron estimados
usando el andlisis Probit del software estadistico Minitab®. Barras representan el error estandar (n = 30). PD:
paradormancia, ED: endodormancla.

Efecto de la transicion de PD a ED y del fotopeniodo sobre la expresion de genes

relacionados a la fermentacién (WADH2) y a la via de las penfosas fosfato (WG6PDH)

Para determinar si las vias fermentativa v de las pentosas fosfato son activadas
durante la transicion de PD a ED, se estudid tanto el efecto de la transicién hacia la ED
como el efecto del fotoperiodo sobre la expresion de los genes WADH2 y VWG6FDH.
La transicion de la PD a la ED es inducida por el acortamiento del fotoperiodo en
yemas de vid (Fennell & Hoover, 1991). Los experimentos en que se analizo la

transicion hacia la ED se llevaron a cabo en V. vinifera cv. Thompson Seedless
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crecidas en Santiago, Chile, mientras que los experimentos de fotoperiodo fueron

llevados a cabo en V. vinifera cv. lialia melhorada crecidas en Messoro, Brasil.

Se han identificado tres isogenes que codifican para la enzima alcohol deshidragenasa
en V. vinifera (Tesniére & Verrigs, 2000), de los cuales WADH?2 es el principal isogen
que se expresa en yemas de V. vinifera, el que posee una alta respuesta a hipoxia y a
inhibidores de la respiracion (Vergara y col., 2012a).Por otra parte, la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) es la enzima clave de la via de las pentosas fosfato. Se han
descrito previamente los genes codificantes para sus isoformas cloroplastidiales y
citosdlicas en V. vinifera (Vergara & Pérez, 2010}, vy en este estudio se realizé el
analisis de la isoforma citosélica. La isoforma cloroplastidial no fue analizada ya que se
ha demostrado que durante la dormancia existe una marcada caida de la expresion de
todos los transcritos relacionados a la fotosintesis, siendo el proceso que se ve mas

afectado en la transicién hacia la ED en Vitis vinifera {Diaz-Riquelme y col,, 2012).

Se determind que tanto para VWADH2 como WG6EPDH existe un incremento transitorio
significativo en su expresién génica durante la transicién de PD a ED (Fig. 4). Por otra
parte se observa que la expresion de WADH2 como de WG6PDH incrementd

significativamente bajo condiciones de fotoperiodo cario.
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Figura 4. Efecto de la transicion de PD a ED y del fotoperiodo sabre la expresion de los genes WADH2 y VVG6PDH en
yemas de Vitis vinifera. El nivel de transcrito fue determinado por RT-gPCR narmalizando contra VwUBIQUITINA
usando el método AACt. Muestras colectadas el 30 de Noviembre fueron usadas coma control en los experimentos de
dormancia, y plantas expuestas a FL fueron usadas como control en los experimentos de fotoperiodo. Valores son el
promedio de ftres replicas bioldgicas, para cada una de las cuales se realizaron tres replicas técnicas. Barras
representan eror estandar. (*) indica diferencias significativas (Student test P < 0,05) respecto a las muestras
sometidas a FL.
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Efecto de la transicién de PD a ED y del folopeniodo sobre la expresion de genes de Ia

ruta biosintética de almidén y en el contenido de almiddn en yemas de vid

Se determinaron los cambios en los niveles de expresion de los genes involucrados en
la ruta biosintética de almidén. Fueron analizados los genes VWAGPase, WSST,
VWwSS3 y W1,4-GB a lo largo del ciclo anual de crecimiento (Fig. 5B). Los niveles de
WSS3 y W1,4-GB incrementan fuertemente durante la transicion de PD a ED,
mientras que los niveles de WSST y VWAGPase varian levemente en el mismo
periodo. A mediados de marzo, todos los genes analizados bajan drasticamente su
expresion en forma transitoria, [uego la expresion de WSS1, WSS3 y W1,4-GB se
mantiene alta hasta finales de junio, mientras que la expresion de VWwAGPase cae
gradualmente a medida que progresa el ciclo de crecimiento. Por ofra parie, se
determind el efecto del fotoperiodo sobre la expresién de dichos genes. Luego de 8
semanas de exposicién a tratamientos de fotoperiodo largo (FL} y fotoperiodo corto
(FC) se observd que el FC induce significativamente la expresion de \WSS3,
VWAGPase y W1,4-GB (Fig.5A). Finalmente, se detemmind un incremento progresivo

en el contenido de almidén en las yemas durante la ED (Fig. 5C).
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Figura 5. Efecto de la transicion de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresidn de los genes de la ruta biosintetica de
almidén; y contenido de almidén a lo largo del ciclo de crecimiento en yemas de Vitis vinifera. A) Efecto del fotoperiodo
sobre la expresion de los genes de la ruta biosintética de almidén VAGPase, WSS1, WSS3y Vv1,4G8 en yemas de
V. vinifera cv. Italia melhorada. B) Efecto de la transicién de PD a ED sobre los genes de la ruta biosintética de almidan
VWAGPase, VSS1, WSS3y Vv1,4GB en yemas de V. vinifera cv. Thompsaon Seedless en la temporada 2012-2013. El
nivel de franscrito fue determinado por RT-gPCR normalizando contra VWUBIQUITINA usando el método AACHL
Muestras colectadas el 30 de noviembre fueron usadas como control en los experimentos de dormancia. Valores son el
promedio de tres replicas bioclégicas, para cada una de las cuales se realizaron tres replicas técnicas. C) Contenido de
almidén a lo largo del ciclo de desarrollo en yemas de V. vinifera cv. Thompson Seedless en la temporada 2012-2013.

Barras representan error estandar (*) indica diferencias significativas (Student test P < 0,05) respecto a las muestras
sometidas a FL

Niveles de azticares solubles en yemas durante la transicion de PD a ED

Se realizd un andlisis en yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless de los niveles
de azlcares solubles por cromatografia de gases entre los meses de mayo Yy
septiembre. Se determiné que durante el periodo de dormancia existe una disminucion

en los niveles de azlcares solubles glucosa, sacarosa y fructosa, alcanzando un
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minimo a finales de junio, para luego ir aumentando sus niveles progresivamente a

medida que las yemas se preparan para brotar (Fig. 6).
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Figura 6. Niveles de azlcares solubles glucosa, sacarcsa y fructosa en yemas de Vitis vinifera cv. Thempsan Seedless.
Estos fiteron cuantificados en el patiodo de mayo a septiembre por cramatografia de gases. Valores son el promedio de
tres replicas blolégicas. Barras representan error estandar.
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Efecto de la transicion de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresion de genes

relacionados a la respiracién aerébica (ciclo TCA y mETC) en yemas de vid

Se determinaron los cambios en los niveles de expresién de genes involucrados en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), VWWACO2 y VWFUMT y la cadena de transporte
de electrones mitocondrial (METC), WCOX6a y WCITC. En el genoma de Vitis vinifera
se pudo identificar tres genes codificantes para aconitasa mitocondrial, WACOT
(GSVIVTD103058801), WACO2 (GSVIVT01037657001) y WACO3
(GSVIVT01005190001). En este estudio se analizé WACO2 debido a su alta expresion
en las yemas de vid (Halaly y col., 2008). En el gencma de V. vinifera se identificé un
gen de WFUM de destinacién mitecondrial (GSVIVT01028056001) y uno cloroplastidial
(GSVIVT01031185001), y en este estudio se analizd el gen mitocondrial (WFUMT). La
isoforma cloroplastidial no fue analizada ya que la evidencia indica que existiria una
baja actividad fotosintética durante el periodo de dommancia {Dfaz-Riquelme y col,
2012). Por otro lado, WCOX6a es una subunidad mitocondrial y codifica para la
citocromo oxidasa (GSVIVT01006593001) vy fue analizada debido a su alta expresion
en yemas de vid (Halaly y col., 2008). Ademas se realizd el andlisis del gen WCITC
(GSVIVT01036385001) de expresion nuclear y que codifica para la protelha citocroma

¢ {Noctor y col., 2007).

Se determind que la expresién de VWACO2 y WFUMT incrementd durante la transicién
de PD a ED v luego ocurre una disminucién progresiva en su expresion. durante el
peticdo de dormancia. Al término de la ED y en forma previa a la brotacién, la
expresion de WFUMT incrementa significativamente mientras que la de WACO2
continda descendiendo (Fig. 7). En el caso de WCOX6a y WCITC, ocurrié una

disminucion progresiva en la expresion durante el periodo de ED. Por otra parte, se
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observa que la expresion de VwFUM1 incrementd significativamente bajo condicion de

fotoperiodo corto y la de WGITC disminuyd significativamente bajo la misma condicidn,

mientras que la expresidn de WACO2 y WCOX6a no fueren afectadas

significativamente,
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Figura 7. Efeclo de la transicién de PD a ED y del fotoperiodo sobre la expresién de los genes relacionados a la
respiracion aerdbica. Se muestra la expresion de los genes VWACO2 y VwFUMT del ciclo TCA y los genes VwCOX6a y
WCITC de la mETC en yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless a o largo del ciclo de desarollo como el efecto
del fotoperiodo scbre los mismos genes en yemas de Vitis vinifera cv. ltalla melhorada. El nivel de transcrito fue
determinado por RT-gPCR nomalizando contra WUBIQUITINA usando ef método AACE Muestras colectadas el 30 de
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noviembre fueron usadas como control en los experimentos de dormancia, y plantas expuestas a fotoperiodo largo
fuercn usadas como control en los experimentos de fotoperioda, Valores san el promedio de tres replicas bioldgicas,
para cada una de [as cuales se realizaran tres replicas técnicas. Barras representan error estandar, (*) indica diferencias
significativas (Student test P < 0,05) respecto a las muestras sometidas a FL.

Efecto de la temperatura sobre la fasa de consumo de oxigeno en yemas para- y

endodormantes

Se determiné la tasa de consumao de oxigeno para yemas paradormantes (colectadas
en septiembre de 2013) y de yemas endodommantes (colectadas en abril de 2014) de
V. vinifera cv. Thompson Seedless a diferentes temperaturas en el rango de 5-25 °C
(Fig. B). Se observd que la tasa respiratoria de las yemas endodormantes es menos
sensible a los cambios en la temperatura que las yemas paradormantes. En el rango
de 5-15 °C la tasa respiratoria de yemas endodormantes se mantuvo relativamente
estable en 20 + 3 [nmol O; min"'GPFI, mientras que para las yemas paradormantes,
aumentd desde 25.4 + 0.4 a 48.6 % 8.9 [nmol O, min™GPF]. En el rango de 15-25 °C, la
tasa respiratoria para ambos fipos de yemas aumentd, sin embarge el efecto de Ia
temperatura fue mucho mas significativo sobre las yemas paradormantes que sobre las
endodormantes. Las diferencias son significativas para las tasas de respiracion
medidas a distintas temperaturas respecto a la temperatura de 5 °C ya sea en yemas
endodormantes como en paradermantes, como también existe tna diferencia
significativa entre las mediciones realizadas a la misma femperatura pero en distinto

estado de domancia, para cada una de las temperaturas medidas.
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Figura B. Efecto de la temperatura sobre la tasa de cansumo de oxigeno de yemas endodormantes y paradormantes de
Vilis vinifera cv. Thompson Seedless, La tasa respiratoria fue determinada polarograficamente con un electredo de
oxigeno tipo Clark a 5, 10, 15 y 25 °C, Barras representan el efror estdndar (n=3).

Efecto de compuestos rompedores de dormancia sobre Ia tasa de consumo de oxigeno

en yemas endodonmantes

Se determind que la tasa respiratoria de las yemas control, aumenta con el periodo de
residencia de éstas en la camara de crecimiento bajo condiciones forzadas, indicando
que en la medida que las yemas se liberan de [a ED aumenta la tasa respiratoria y que
existe un fuerte incremento en la respiracion justo antes de que broten las yemas (Fig.
9). Para el caso de las yemas endodormantes tratadas con los compuestos
rompedores de dormancia cianamida hidrogenada (H.CN,) y azida de sodic (NaNa),
este incremento en la tasa respiratoria se adelanté en el tiempo, lo que es consistente

con su capacidad para liberar a las yemas de la ED (Fig. 9).
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Figura 9. Efeclo de los compuestos rompedares de dormancia, cianamida hidrogenada (H:CNp) y azida de sodio
(NaNs)sobre Ia tasa respiratoria de yemas endodarmantes de nodo tnica de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless. Las
yemas fueron rociadas con una solucién de canamida al 2,5 % o de azida de sodio al 2,8 % y con agua coma canfrol.
Luego fuercn mantenidas en una cimara de crecimiento a 23k 1°C y bajo fotoperiodo de 16/8 hrs de luzfoscuridad. La
tasa respiratoria fue detemminada polarograficamente con bn eleckrods de axigeno tipo Clark a 25 °C. Barras
representan el error estdndar (n=3).

Efecto de la glucosa sobre Ia tasa respiratonia de yemas

Dado que se ha demostrado que la glucosa es un estimulo que nomalmente aumenta
la respiracion en plantas (Atkin & Tjoelker, 2003}, se analizé el efecto de la glucosa
sobre la tasa respiratoria de yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless
paradommantes (colectadas el dia 9 de enero de 2015) y yemas endodormantes
(colectadas el 15 de marzo de 2015), las que fueron tratadas con una solucién de 2%
de glucosa usando yemas tratadas con agua como control. Se midid la tasa de
respiracion 1, 2 y 7 dias post-tratamiento. Se determiné que en yemas paradormantes,

la glucosa produce un aumento en la tasa respiratoria a los 2 y a los 7 dias post-




38

tratamiento (Fig. 10A). Por el contrario, en yemas endodormantes la glucosa no

produce un cambio significativo en la tasa respiratoria (Fig. 10B).
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Figura 10. Efeclo de la glucosa sobre la tasa de consumo de oxigeno en A) yemas paradommantes y B} yemas
endodomantes de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless. Las yemas fueran tratadas con una solucidn de glucosa al 2%
usando agua como control. Luego de los tratamientos fuercn mantenidas en cdmara de crecimiento a 23 + 1°C y con
fotopericdo de 16/8 hrs de luz/oscuridad. La tasa respiratoria fue determinada polarograficamente can un electrodo de
oxigeno tipa Clark a 25 °C, a los 1, 2 y 7 dias pest-tratamiento, Barres representan el eror estandar (n=5). (") indica
diferencias significativas (Student test P < 0,05) respecto a las muestras control, na tratadas con glucosa, en el dia
respectivo de medicién.

Efecio del acido absclsico sobre la tasa respiratoria v en los niveles de azticares

solubles de yemas de vid paradomanies

Se analizé el efecto del acido abscisico (ABA) sobre la tasa respiratoria de yemas
paradormantes y endodormantes de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless. Para ello las
yemas fueron tratadas una vez con 100 yM ABA y agua como contral, luego fueron
mantenidas en la camara de crecimiento y se midié la tasa respiratoria a los 1 y 3 dias
post-tratamiento. Se determind que en el caso de las yemas paradomantes el primer
dia post-tratamiento no existen cambios significativos en la tasa respiratoria, mientras

que a los 3 dias post-tratamiento existe una reduccion significativa en la respiracion en
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las yemas tratadas con ABA (Fig. 11A). Para el caso de las yemas endodormantes, no

existen cambios significativos en la tasa respiratoria al ser tratadas con ABA (Fig. 11B).
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Figura 11. Efecto del acido abscisico (ABA) sobre la tasa respiratoria de yemas de Vitis vinifera cv. Thompson
Seedless. Las yemas fueron tratadas con 100 uM ABA y agua como cantrol, luego fueron mantenidas en la camara de
crecimiento a 23 £ 1°C y bajo fotoperiodo de 16/8 hrs de luz/oscuridad. La tasa respirataria fue determinada alos 1y 3
dias post-tratamiento, de forma polarografica con un electrodo de oxigeno tipo Clark a 25 °C, para yemas A)
paradormantes y B) endodormantes. Barras representan el error estandar (n=5). (*) indica diferencias significativas
(Student test P < 0,05) respecto a las muestras control, no tratadas con ABA, en el dia respectiva de medicién.

Por otro lado, se analizo los niveles de azlcares solubles sacarosa, glucosa y fructosa
en yemas paradormantes tratadas con 100 pM ABA y agua como control, a los 3 dias

post-tratamiento. Se determind que los niveles de azlcares no se ven afectados por la

aplicacion de ABA (Fig. 12).




40

502 7 NN Cortrol
MR ABA

B 8 8

Aziicares solubles (ug GPF™)

g

2 I'r! I'!

Sacamea Glucosa Frctoss

Figura 12. Efecto del écido abscisico (ABA) sobre los niveles de azticares solubles en yemas paradormantes de Vitis
vinifera cv. Thompson Seedless. Las yemas fueron traladas con 100 pM ABA y agua como control, luego fuercn
mantenidas en la camara de crecimiento a 23 £ 1°C vy bajo fotoperiodo de 16/8 hrs de luz/oscuridad. Los niveles de
aziicares sacarosa, glucosa y fructosa fueron cuantificados por cromatografia de gases a los 3 dias post-tratamiento.
Barras represenian e esror estandar (=3}, )

Efecto de fa hipoxia, ABA y transicion hacia fa ED sobre los niveles de expresién de los

genes WSnRK1 en yemas de vid

A partir del andlisis biocinformatico del homodlogo de la subunidad catalitica de la
proteina SNF1, protelna serina-treonina kinasa de levaduras, se deteminé in sifico por
identidad de secuencia, que existen dos isogenes en el genoma de Vitis vinifera,

WSnRK1a (GSVIVT01011467001) y WSnRK15 (GSVIVT01025806001).

Se analizé el efecto de [a hipoxia sobre la expresién de WSnRKTa y VWwSnRK1j,
sometiendo a yemas de V. vinifera cv. Thompson Seedless a 3, 6, 12, 18 0 24 hrs de
hipoxia. Se determind gue ambos transcrifos se acumulan después de 6 horas de
tratamiento, sin embargo después de 12 hrs de tratamiento sus niveles caen
considerablemente v luego de 18 y 24 hrs post-tratamiento sus niveles aumentan
fuertemente (Fig. 13A). Ademas se analizd si ABA regula transcripcionalmente la

expresion de WSnRK1a y WSnRK1B, aplicando 100 pM ABA y usando agua como
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control sabre yemas de vid, para posteriormente analizar por RT-qgPCR la expresion de
los transcritos 1y 3 dias post-tratamiento, Los resultados muestran que ABA aumenta
significativa y gradualmente la expresion de ambas transcritos, aunque VWSnRK18 fue
mas sensible a la aplicacion de ABA (Fig. 13B). Dado que los niveles de ABA son
mayores en yemas endodormantes que en yemas paradormantes (Zheng y col., 2015),
se analizd el efecto de la transicidn hacia la ED sobre la expresion de WSnRK1a y
WSnRK18 en yemas de vid, determinandose que la transicién hacia la ED aumenta
significativamente la expresién de ambos transcritos en yemas de V. vinifera cv.

Thompson Seedless (Fig. 13C).
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Figura 13, Efecto de la hipoxia, 4cido abscisico (ABA) y transicién hacia la ED sobre los niveles de expresidn de los
genes WSnRk! en yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless. A) Esquejes de yema Unica fueron sometidos a
hipoxia por burbujea de nitrégeno par 3, 8, 12, 18 0 24 hrs, para pasterfommente realizar los analisis de expresion génica
da las yemas. B) Las yemas fueron tratadas con 100 pM ABA y agua como contral y luego fueron mantenidas en la
camara de crecimiento a 23+ 1°C y bajo fotoperiodo de 16/8 hrs de luzioscuridad hasta su andlisis. C} Niveles de
transcritos se cuantificaron durante la transicién a la ED, entre los meses de diciembre y marzo de 2015. El nivel de
transcrito fue determinado per RT-gPCR hommalizando contra VWwUBIQUITINA usando el método AAC y este fue
analizado a 1 y 3 dias post-ratamiento. Valores son el promedio de tres replicas bioldgicas, para cada tna de las cuales
se realizaron fres replicas técnicas. Barras representan errar estandar {n=3). (*) indica diferencias significativas (Student
test P 5 0,05) raspecto a A) muestras 0 hrs bajo hipoxia, B) muestias control, no tratadas con ABA y C) muestras
colecladas el 27 de diciembre de 2013.
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Efecto del fotoperiodo sobre la expresién del gen WNCED3 de la ruta biosintética de
ABA en yemas de vid

Se han identificado previamente por andlisis bioinformaticos tres homélogos putativos
de NCED en vides (Zheng y col., 2015), gen gue codifica para la enzima 8-cis-
epoxicarotenoide dioxigenasa la que es una enzima clave en la sintesis de ABA (Qin &
Zeevaart, 2002; Lefebvre y col., 2006). Los tres genes VWNCED se expresan en yemas
maduras de vid, y durante el presen{e estudio, VWNCED3 fue analizado dado que
aumenta significativamente su expresion en respuesta a la aplicacién de H,CN,, en
contraste con WNCED1 que disminuye su expresién y WNCED2 que responde en
menor medida (Zheng y col., 2015), Este fue analizado en respuesta al fotoperiodo en
yemas de V. vinifera cv. ltalia melhorada y los resultados muestran que los niveles de
VNCED3 varian a lo largo del dfa tanto bajo FC como FL, sin embargo, bajo condicién
de FC los niveles de transcrito son significativamente mas altos al amanecer y al

atardecer (6 hrs y 18 hrs en Brasil, respectivamente) (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de! fotcperiodo sobre la expresidn de VwNCED3 en yemas de vid. Experimentos de fotoperiodo fuercn
realizados en yemas de V. vinifera cv. Italia melhorada en invernadercs hajo FL (14/10 hrs luz/oscuridad) o FC (10114
hrs luz/oscuridad). Después de 8 semanas de tratamiento las yemas de vid fueran colecladas a diferentes heras del dia
{6, 10, 14, 18, 22 hes) y sa determiné los niveles de transcrito de VWNCEDS. El nivel de transcrito fue determinada por
RT-gPCR normalizanda contra VvUBIQUITINA usando el método AACL Valores son el promedio de tres replicas
biolgicas, para cada una de las cuales se realizaron tres replicas técnicas, Las bamas oscuras en los ejes harizontales
de la figura, indican las horas de oscuridad tanto en FL como FC, Barras representan aror estandar (n=3). (*) indica
diferencias significativas (Student test P < 0,05) respecio a las muestras sometidas a FL a las horas respectivas (6 y 18
hrs).




DISCUSION

La tasa respiratoria de las yemas de vid estd inversamente relacionada con la

profundidad de la dormancia

En este estudio, se determind una relacién inversa entre la profundidad de la
dormancia v la tasa respiratoria de las yemas de vid (Fig. 3), y ademas se determind
que durante la transicién de las yemas hacia la ED, la caida en la tasa respiratoria esta
acompafiada de un incremento en el contenido de almidon (Fig. 5C). En cuanto a los
datos de expresién génica, estos fueron consistentes con esta observacion, dado que
por un lado ocurrid una caida en los niveles de expresidn génica en los genes
codificantes para enzimas relacionadas a la respiracién aerdbica (WCITC y WCOX6a)
(Fig. 7E-H) y por otro lado, ocurrié un aumento en general en la expresion de los genes
de la ruta biosintética de almidan (VWSS1, Vw883, WAGPase y W1,4GB) por efecto de
la entrada en ED (Fig. 5B). Cabe destacar que la expresidn de todos estos genes
disminuye el 12 de marzo posiblemente por un fenémeno fisioldgico atln no
caracterizado o por alguna alteracién con las muestras colectadas en esa fecha, La
eficiencia de la sintesis de almiddn podria estar no solo relacichada a la tasa de
transcripcion de dichos genes sino también a la sintesis de las proteinas, la actividad
de las enzimas de la ruta biosintética o de algin mecanismo post-traduccional no
analizado en este trabajo. Por otra parte, existe un aumento en la expresidn de
WAGPase, VWSS3y W1,4GE por efecto del FC (Fig. 5A), lo cual es consistente con el

hecho de que la ED es inducida por el acortamiento del fotoperiodo en V. vinifera.
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Se predice que la caida en la respiracion tendra un impacto en la produccién de ATP y
poder reductor, como también en la glucosa acumulada que no ingresara al ciclo TCA,

por lo que deben

existir mecanismos de compensacién, que incluyan un ajuste del flujo metabélico
activando vias alternativas. El aumento de la expresion de WADHZ2 como de
VWG6PDH por efecto de la entrada en ED como por efecto del FC, indica una
activacion de las vias fermentativa y de las pentosas fosfato durante la entrada a ED.
En ausencia de oxigeno, se activa la fermentacion que acoplada a la glicdlisis produce
ATP y la via de las pentosas fosfato que produce NADPH (Femie y col., 2004; Kruger
& von Schaewen, 2003) lo que pemnite la mantencion de distintos procesos
biosintéticos. Por tanto, la activacion de estas dos vias durante la ED podria permitir el
mantenimiento del metabolismo a pesar de la caida en la respiracién. Es posible que la
calda en la respiracion no se deba a cambios en los niveles de los genes del ciclo
TCA, sino mas bien a una caida en los niveles de expresion de genes del mETC y a un
redireccionamiento del metabolismao de la glucosa hacia otras vias, como por ejemple,
la via de las pentosas fosfato, la fermentativa y la via de biosintesis de almidén. Los
datos de expresién génica presentados en este trabajo, demuestran que el gen
WACOZ no cambia sus niveles en respuesta al FC, mientras que WFUMT aumenta
(Fig. 7B, 7D). Los niveles de expresion de WACO2y WFUMT oscilan a lo largo del
periodo de dommancia (Fig. 7A, 7C), pero cabe destacar que existe un aumento
drastico en la expresion de WFUM1 el 12 de julio, cuando las yemas salen de [a

dormancia y se preparan para brotar (Fig. 7C).

La temperatura, es uno de los principales factores que afecta la tasa respiratoria en las

plantas. Aunque la tasa respiratoria suele ser menor cuande es medida a temperaturas
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més bajas, algunas plantas son capaces de mantener tasas de respiracién similares
cuando crecen a distintas temperaturas, lo que se ha denominado homeostasis
respiratoria (Kurimoto y col., 2004; Atkin & Tjoelker, 2003). Se utiliza el parametro Qi
para designar el cambio proporcional en Ia respiracién por cada 10 °C de incremento
en la temperatura. El Qi es mayor cuando el flujo respiratorio esta limitado por la
capacidad enzimatica que cuando esta limitado por el suministro de sustrato. Por el
contrario, la fransicién desde un control enzimético hacia limitaciones impuestas por el
suministro de sustrato o adenilatos, esta asociado con una baja en el Qqq (Atkin &
Tjoelker, 2003). Los resultados de este trabajo, muestran que el Qi de las yemas
endodormantes es significativamente menor que el Qo de las yemas paradormantes, y
esta diferencia fue mayor en las mediciones realizadas a temperaturas
moderadamente altas (15-25 °C) respecto a las realizadas a temperaturas bajas (5 °C)
(Fig. 8). Por tanto, se podria postular que la tasa de respiracién de las yemas de vid
endodormantes estarfa limitada por el suministro de sustrato para la respiracion. Otra
evidencia que apoyarfa esta hipétesis es que el contenido de azlcares solubles en las
yemas de vid es muy baja (Fig. 6; 0,6-1,4mg GPF") comparado con otros érganos
sumideros como las bayas (0,386-18,38 g GPF™) (Muiioz-Robledo y col., 2011).
Ademas, el aumento en la expresion de los genes codificantes para enzimas de la via
fermentativa (WADH2), via de las pentosas fosfato (WG6EPDH) y biosintesis de
almidén (WAGPase, WSS1, WSS3 y W1,4-GB) activa estas vias consumidoras de
carbono durante la ED. El incremento en el consumo de az(cares en un Grgana con
bajo contenido de azticares, como es la yema endodormante, podria generar una
severa reduccién en la disponibilidad de sustratos respiratorios (aziicares), y de esta

forma limitar su tasa respiratoria.




a7

Por otro lado, el efecto de adelantamiento en el peak respiratorio generado por la
H.CN: y NaN; sobre las yemas endodormantes (Fig. 9), puede estar relacionado a su
habilidad para romper la dormancia. Sorprendentemente, a tiempos cortos, ambos
compuestos inhiben transitoriamente la tasa respiratoria en yemas de vid (Pérez y col.,
2009; Vergara y col, 2012a). Sin embargo, a tiempos largos, producen un
adelantamiento en el peak respiratorio de las yemas endodormantes. Por lo tanto, una
inhibicién temprana de la tasa respiratoria por parte de los compuestos H,CNz y NaN;
puede producir un estrés subletal, llevando a incrementar la tasa respiratoria en las
yemas endodormantes. Previamente, se ha reportado que la hipoxia y la H,CN»
inducen la expresién de genes que codifican para las enzimas que degradan el almidén
(Rubio y col., 2014), y ambos estimulos incrementan los niveles de H,O; en las yemas
de vid (Vergara y col., 2012b). Debido a que el aumento de H.O; ocurre principalmente
por interrupcién de la mETC en yemas de vid (Vergara y col., 2012b), y la hidrélisis de
almidén es estimulada por inhibidores de la respiracién (Rubic y col., 2014), es posible
suponer que a largo plazo, los inhibidores de la respiracién incrementen la tasa de
respiracion en yemas de vid a través de un incremento en el suministro de aztcares, y
mediante este mecanismo promover la liberacién de la dormancia en las yemas. Existe
evidencia que indica que ABA regula la dormancia de las yemas de vid, y que los
estimulos liberadores de la dormancia como H;CN,, NaN; e hipoxia actuarian mediante
la modificacién del metabolismo de ABA (Zheng y cal., 2015). Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran que la glucosa aumenta la tasa respiratoria en yemas
paradomantes y no de endodormantes (Fig. 10}, y que ABA reduce la respiracion de
yemas paradormantes y no de endodormantes (Fig. 11). En conjunto, esto impide
concluir que la falta de sustratos respiratorios sea la principal causa de la fuerte caida

en la tasa respiratoria de las yemas endodommantes, sugiriendo ademas que ABA
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podria estar actuando como un inhibidor respiratorio y/o metabdlico dentro de la yema
endodormante. Ademas, los mayores niveles de ABA en yemas endodormantes que en
las paradormantes (Zheng y col., 2015), es consistente con los bajos niveles de
respiracién de las yemas endodormantes (Fig. 3), y con el menor efecto de [a

temperatura sobre la respiracion de éstas yemas (Fig. 8).
ABA como un regulador clave en la dormancia de yemas de vid

Se determind que ABA induce la expresién de los isogenes de WSnRKT (Fig. 13A),
que codifica para la subunidad catalitica de la proteina kinasasucrose-non-fermenting-
{-refated (SnRK1), que es la ortéloga en plantas de SNF1 de levaduras y AMPK de
animales. Tanto SnRK1, SNF1 y AMPK actian como sensores de los niveles
energéticos en todos los organismos eucariontes y son activadas bajo condicicnes de
deprivacion de energia o estrés metabdlico, para inhibir el crecimiento y consetvar la
energia para la sobrevivencia de las células (Hardie, 2007, Baena-Gonzalez & Sheen,
2008; Ghillebert y col., 2011). SnRK1 participa en respuestas a azlcar, oscuridad y un
rango de estreses que limitan la fotosintesis y la respiracién (Baena-Gonzalez y col.,
2007). Cuando se encuenira activada, SnRK1 provoca grandes cambios
transcripcionales que reestablecen la homeostasis y promueven tolerancia al estrés y
sobrevivencia, a través de la inhibicidn del anabolismo y [a activacién del catabolismo
(Confraria y col., 2013). Existe evidencia indicando que ABA regula positivamente Ia
actividad de SnRK1 por la inhibicion de proteinas fosfatasas tipo 2C (PP2Cs)
(Rodriguez y col., 2013), pero no existe evidencia indicando que ABA regule
transcripcionalmente la expresién de SnRK1. Por lo tanto, postulamos que la
regulacion positiva de ABA sobre WSnRK1 observada en yemas de vid, es indirecta, y

estaria mediada por un estrés respiratorio. Asi, como en el caso de la hipoxia, la
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inhibicion de ABA sobre la tasa respiratoria en yemas, produciria un descenso
transitorio en los niveles de azticares que aumenta la expresién de WSnRK1,
Curiosamente, en yemas de vid bajo hipoxia, el perfil de expresion de WSnRK7 es
cantrastante con los cambios en los niveles de azlicares, porque después de 12 hrs de
hipoxia el contenido de azticares incrementa significativamente junto con una caida en
los niveles de expresién de VvSm'%K 1, mientras que después de 18 y 24 hrs de hipoxia
se observa una calda en los niveles de azlcares acompafiado con un aumento en los
niveles de expresion de WSnRK7 (Rubio y col., 2014). Estos resultados son
consistentes con observaciones previas indicando que SnRK7 es inducida a nivel
transcripcional por la hipoxia y regulada positivamente por el déficit de azucares y
negativamente por incrementos en el contenido de azticares. En érganos sumideros
como los tubérculos de las papas, se ha reportado que la sintesis de almidén esta bajo
regulacién de SnRK1. Plantas de papa transgénica sobreexpresando SnRK1
mostraron un aumento en los niveles de almidén de cerca de 30%, mientras que los
niveles de glucosa se redujeron hasta en un 56%. La expresidn génica y la actividad de
dos enzimas claves involucradas en la ruta biosintética de almidén, sacarosa sintasa
(SUSY) y ADP-glucosa pirofosforilasa, aumentaron en el tubérculo transgénico
(McKibbin y col., 2006). Ademas, se ha determinado que la ADP-glucosa pirofosforilasa
es regulada por SnRK1{, modulando tanto su estado redox como su expresion génica
en Arabidopsis (Baena-Gonzdalez y cal., 2007), como también se ha reportado que
SnRK1 es necesaria para la modulacion redox de la actividad de ADP-glucosa

pirofosforilasa en respuesta a sacarosa en tubérculos de papa (Tiessen y col., 2003).

Se ha demostrado que la sintesis de ABA puede ser controlado por la expresién

diferencial de los genes NCED, que codifican para la enzima 9-cis-epoxicarotencide
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dioxigenasa, la que cataliza la primera reaccion especifica de la sintesis de ABA
(Schwartz y col., 1997). Ademas la sobreexpresion de NCED en diversas especies de
plantas incrementa tanto la tolerancia al estrés osmatico como [a domancia de las
semillas (luchi y col., 2001; Qin & Zeevart, 2002; Thampsen y col., 2000). El hecho de
que el fotoperiodo corto aumente la expresion de VWWNCED3 en yemas de vid (Fig. 14),
y que WSnRK1a y WSnRK1Baumenten su expresion durante [a transicion hacia la ED
(Fig. 13C), sugiere que ABA a través de la mediacién de WSnRKT podria jugar un
papel clave en la induccién de la dommancia en yemas de vid, regulando cambios
metabdlicos como la inhibicién de la respiracién aerdbica y la estimulacién de [a

sintesis de almidén.




CONCLUSIONES

La profundidad de la endodormancia esta inversamente relacionada con la tasa
respiratoria de las yemas de vid

L a transicion de PD a ED aumenta la expresién de genes relacionados a; las
vias fermentativa y de las pentosas fosfato, mientras que disminuye la
expresién de aquellos relacionados a [a respiracidn aerdbica

La transicion de PD a ED aumenta el contenido de almiddn

La respiracién de yemas endodommantes es menos sensible a [as temperaturas
bajas respecto a las paradommantes

Los compuestos rompedores de domancia, azida de sodio y cianamida
hidrogenada, ejercen un efecto positivo sobre la respiracién de las yemas, lo
que tendria relacién con su mecanisma de accioén en el adelanto de la brotacién
La glucosa aumenta la respiracion de yemas paradormantes pero no asi de las
en estado endodormante

La hormona ABA inhibe la respiracion de yemas paradormantes, pero no de las
endodomantes

La hormona ABA no afecta los niveles de azticares solubles sacarosa, glucosa
y fructosa

La transicién hacia ED, la hipoxia y ABA aumentan los niveles de expresidn de
WSnRK1, un sensor energético

El fotoperiode corto regula la expresidn de WNCED3, que participa en la
biosintesis de ABA

Finalmente, se cancluye que la hommona ABA, a través de la mediacién de

VWSnRK1, podria ser clave en la induccidén de ED en las yemas de vid,
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regulando distintos cambios metabélicos como la inhibicién de la respiracién

aeréhica y el aumento en la sintesis de almiddn




PROYECCIONES

Este trabajo entrega nueva informacién sobre un posible modelo de regulacion en la
induccion de la endodormancia en las yemas de vid, como también los cambios
metabdlicos asociados. El entendimiento de este proceso fisioldgico en conjunto con el
mecanismo de accién de los compuestos rompedores de dormancia, puede penmitir a
futuro mejorar el manejo agricola como también el desarrollo de variedades en que se
altere el ciclo crecitmiento-dormancia para permitic su cultivo de acuerdo a las

condiciones ambientales de temperatura y fotoperiodo patrticulares de cada pals.

PRESENTACIONES EN CONGRESOS

Parada F y Pérez F. 2014. Modalidad exposicion oral. Respiratory changes in buds of
Vitis vinifera during the transition from Paradormancy to Endodormancy: A shift from
aerobic respiration to fermentation. IX Reunion de Biologia Vegetal, p28. La Serena,

Chile.
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