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RESUMEN
En V. vinffera cambios en el polimorfismo de peroxidasas clase llI (Prx) han sido
relacionados con las transiciones que suire la yema al pasar del estado de endo al de
ecodormancia {(Pérez y Burgos 2004). En este frabajo se analizd la expresion de
transcritos de Prx en fejidos de yema y raiz de Vitis cv Thompson seedless vy se
compard con el perfil de isoenzimas de Prx en ambos tejidos. De la base de datos
generada por la Universidad de California, en la cual se han agrupado todos los EST
de Vitis, es posible exitraer secuencias EST asignadas a genes especificos de Vitis
vinifera. En |a base de datos se encontraron seis EST asignados a Peroxidasa clase Il
(Prx) de los cuales solo tres correspondian a Vitis vinifera (CTG1035712, AY348574 y
CB923206). Estas secuencias de EST de Prx de Vitis vinifera fueron utilizadas para el
disefio de partidores y el posterior estudio de la expresion de los respectivos transcritos
mediante RT-PCR en tejidos de yema y raiz. En yema sdlo se observd la expresion de
un solo transcrito correspondiente al EST CB923206 mientras que en raiz se observd
la expresién de los tres franscritos de Prx. Sin embargo, el analisis del patrén de
isoformas de Prx en un IEF revel6 la presencia de tres isoformas en ambos tejidos, dos
basicas presente en ambos tejidos, una isoforma acida en yema y una isoforma neutra
en raiz. El transcrito expresado en yemas se secuencié y la secuencia mosird un
99,7% de homologia con la secuencia reportada en la base de datos (CB923206). El
anélisis Blastx mostré un 80% de homologia con una Prx clase [ll de G. hirsutum CAE
. 4309 indicando que el transcrito corresponde efectivamente a una Prx clase lll. En
yemas los resultados mostraron una falta de correspondencia entre el ndmero de
transcritos de Prx y el nimero de isoformas de Prx expresados, mientras que en raiz,
el nimero de transcritos expresados correspondid con el nimeroc de isoformas

defectadas.




ABSTRACT

In V. vinifera changes in the polymorphism of class [l peroxidase (Prx} have been
related with endo/ecodormancy phase transition in buds of grapevines (Pérez y Burgos
2004). In this work was analyzed the expression of transcripts of Prx in root and bud
tissues of Vifis cv Thompson seedless and was compared with the profile of
isoenzymes of Prx in both tissues

From Vitis EST database generated by the University of California we exiract select
EST sequences assigned to Class Il peroxidase (Prx) genes. Six EST assigned to
Class Ill peroxidase (Prx) were found in the database, but only three of these ESTs
corresponded to Vitis vinifera (CTG1035712, AY348574 and CB923206). The Prx EST
sequences of Vitis vinifera were used to design specific primers to study subsequently
the expression of the respective transcripts by means of RT-PCR in bud and root
tissues. In bud, the expression of a single transcript corresponding to EST CB923206
was found, while in root, the three Prx ESTs transcripts expressed. However, the
analysis of Prx isoforms by IEF revealed the presence of three isoforms in both tissues.
Two basic isoforms present in both tissues and acid isoform present in bud and a
neutral isoform present in root. The transcript expressed in buds was sequenced and
the sequence showed a 99.7% homology with the (CB923206) sequence reported in
the database. Blastx analysis of the same transcript showed 80% of homology with a
Class Il Prx of G. hirsutum CAE 4309 indicating that the transcript correspond to a
Class lll Prx. In buds, a lack of correspondence between the number of Prx iranscripts
expressed and the number of Prx isoforms detected was found, whereas in root, the

number of expressed transcripts corresponded with the number of detected isoforms.




INTRODUCCION

Yemas de frutales caducifolios

La continuidad del ciclo de crecimiento en frutales caduciiolios se ve interrumpida
frenie a la llegada de condiciones ambientales adversas durante las estaciones de
otofio e invierno dando paso a un periodo de receso invernal donde la Gnica estructura
foliar que prevalece es la yema. La yema de plantas lefiosas caducifolias corresponde
a una estructura que concentra y resguarda un importante grupo de células
meristematicas que tienen la capacidad potencial de reanudar y continuar el desarrollo
de la planta durante el ciclo de crecimiento.

En plantas de V. vinifera L al igual que en la mayoria de [as plantas lefiosas
caducifolias el ciclo de vida anual incluye un ciclo de crecimiento y desarrollo y un ciclo
de receso o ausencia de crecimiento. En el hemisferio sur el ciclo de crecimiento tanto
vegetativo como reproductivo transcurre desde comienzos de la primavera
(Septiembre) hasta inicios del otofio del siguiente afio (mediados de Abril) cuando es
interrumpido por las condiciones ambientales dando paso al periodo de receso
invernal. En Vitis el inicio del ciclo de crecimiento esta marcado por la brotacion de las
yemas latentes. Las yemas pueden ser consideradas como puntos de crecimiento que
se desarrollan en la axila de la hoja, en Vitis se encuentran dos tipos de yemas
asociadas a la hoja, la yema lateral y la yema latente o dormante. La yema lateral
crece durante la misma estacién en que surge, pero su crecimiento se detiene con el
surgimiento de la bractea basal que dara origen a la yema latente. La yema latente es
una yema compuesta situada en la axila de una hoja modificada, y esta conformada
por una yema principal o primaria (la mas desarrollada y brote principal) y dos yemas

mas pequefias o secundarias (menos desarrolladas y que solo brotan en caso de dafio




de la yema principal}, todo el conjunto esta recubierto externamente por una serie de
capas protectoras o escamas (Morrison J.C, 1991). Internamenie cada yema se
compone de tejido meristematico y primordios indiferenciados, avanzado el verano y en
respuesta a sefales internas y/o faclores ambientales ocurren una serie de
transformaciones que incluyen diferenciacién de los primordios en hojas, zarcillos, o
inflorescencias (especialmente en la yema primaria) (Srinivasan y Mullins, 1980, 1981),
también ocurren cambios bioquimicos en particular movilizacion y almacenamiento de
productos de reserva (Williams, 1996) y cambios en [a composicion de la pared celular
con un aumento en el contenido de lighina. Visualmente la yema pasa de ser un tejido
blando y verdoso en la temporada estival a una estructura endurecida recubierta de
una corteza o cuticula hacia fines del verano y durante toda la temporada invernal. En
esa nueva condicion se adapta a las condiciones invernales protegiendo y asegurando

el desarrollo de las nuevas estructuras en la siguiente primavera.

Receso invernal de yemas en frutales caducifolios

El estado de receso invernal desencadenado hacia la enirada del otofio en yemas de
frutales caducifolios es un proceso adaptativo que les permite a las yemas sobrevivir
durante las duras condiciones del invierno. La adaptacién incluye tanto el desarrollo de
la (a) Dormancia y el de (b) Aclimataciéon al frio. La funcion adaptativa de estos
mecanismos parece ser diferente ya que mientras la dormancia previene la brotacién
temprana y prematura de la yema frente a un evento climatico favorable al
crecimiento durante el.invierno, lo cual podria ser catastréfico para su sobrevivencia; |a
aclimatacién al frio impedird el congelamiento del meristema de la yema y su

subsecuente muerte.




(a} Dormancia de yemas

Se define como un estado en el que el crecimiento visible es temporalmente
suspendido {Samish 1954) o mas precisamente como un estado en el que la actividad
meristematica se detiene (Rohde A y Bhalerao R.P, 2007). La dormancia de yemas
desde un punto de vista fisioldgico ha sido dividida en tres etapas bien caracteristicas
(Lang y col. 1987): Estado de Paradormancia PD (inhibicion correlativa o dormancia de
verano) en que la inhibicion del crecimiento estaria controlado por factores hormonales
externos a la yema como la dominancia apical (Rohde y col, 1997); el estado de
Endodormancia, ED (receso o dormancia invernal) en que la inhibicién del crecimiento
estaria controlado por factores endégeno de la yema, se ha postulado que para salir de
este estado seria esencial la acumulacién de cierta cantidad de horas de frio (Saure,
1985}, y finalmente, el estado de Ecodormancia, ECD (quiescencia o dormancia
impuesta) donde nuevamente la yema es sensible a [as condiciones ambientales, un
estado de transicion a la espera de condiciones favorables para la broiacion.

Durante el periodo invernal las yemas se encuenfran en el estado de endodormancia,
en algunas especies de Vilis el estado de endodormancia (ED) es inducido por
fotoperiodo corto y en otras especies por fotoperiodo corto y bajas temperaturas (Wake
y Fennell, 2000; Schnabel y Wample, 1987). En el estado de ED la division celular se
encuentra detenida, la tasa respiratoria y el metabolismo es bajo, sin embargo, existe
una actividad bioquimica importante en el tejido de la yema.

Rinne y Van der Schoot (1998) propusieron un modelo que explica la entrada y salida
de la ED en Abedules (Betula pubescens Ehrh). El modelo se basa en la induccién por
efecto de fotoperiodo de dia corto de verdaderos tapones de 1,3-B-D-glucanos que
bloquearian los plasmodesmos (via de comunicacién simplastica entre las células).

Este bloqueo produciria una desconexién entre las células y cese del crecimiento. El




tejido meristematico de la yema se liberaria de esta situacién una vez que se acumula
una cierta cantidad de frio que activaria la enzima 1,3-8 -D-glucanasa, reestableciendo

de este modo la comunicacién simpléastica

(b) Aclimatacién al frio de yemas

El aumento de la tolerancia al congelamiento en plantas lefiosas caducifolias que se da
tras la exposicibn a temperaturas bajas no congelantes es conocido como
“aclimatacion al frie” (Thomashow, 1999). En plantas lefiosas se ha descrito que la
aclimatacién al frio, tal como ocurre en el caso de la dormancia, es un proceso en
varias etapas, la primera de ellas es de “aclimatacion al Frio” donde fotoperiodos de
dias cortos y leve descenso de la temperatura son las sefiales inductoras, luego
cuando [as temperaturas minimas alcanzan entre 4 y 7 ° C se entra al estado de
“resistencia al fric”, y cuando las temperaturas descienden de los 0 ° C se alcanza el
estado de “maxima resistencia” en el cual las yemas de algunas plantas pueden
soportar temperaturas hasta de -40 °C. (Thomashow, 1999). A diferencia de la
Dormancia [a aclimatacion al frio es un fendémeno dindmico que esta en directa relacion

con las condiciones de temperatura imperantes, es asi como se pueden encontrar

diferencias en el desarrollo temporal dentro de una misma especie o variedad.

Ambos mecanismos de aclimatacion se desarrollan en zonas de clima templado donde
las condiciones de fotoperiodo de dia corto y baja temperatura, sefiales que inducen y
confrolan el receso invernal, coinciden estacionalmente. En consecuencia, dada la
simultaneidad de las sefiales ambientales en la mayor parte de las zonas templadas,
los procesos de dormancia y aclimatacién al frio se superponen. Esto plantea una

dificultad para diferenciarlos fisiolégicamente, en especial desde el punto de vista de




los procesos celulares y moleculares, de la expresion y regulacién de genes, y de los
mecanismos de sehalizacion implicados. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado en Populus tremula L que tratamientos de dias largos con bajas
temperaturas nocturnas vy adicion de paclobutrazol, un inhibidor de la biosintesis de
giberelinas (GAs), provocan induccién de la resistencia al frio sin provocar induccién de
dormancia, sugiriendo que el desarrollo de la aclimatacién al frio ¥ la ED podrian tener
vias de sefializacion distintas (Molmann y col, 2005).

En el caso de V. vinifera tanto la dormancia como la aclimatacién al frio son procesos
graduales que se activan por fotoperiodo de dia corlo y bajas temperaturas. La
induccion diferencial de la dormancia y la aclimatacién al frio fue probada por primera
vez de manera exitosa por Fennell y Hoover (1991) en Vitis labruscana, donde se
comprobé que la sefial de fotoperiodo de dia corto solo induce el estado de ED y no de
aclimatacion al frio, sin embargo, esta induccién diferencial de la ED y la aclimatacion

al frio no ha sido demostrada en olras especies de Vitis (Salzman y col, 1996).

Vias de sefalizacidn de dormancia y aclimatacion al frio

En el inicio, mantencion y liberacidn del receso invernal intervienen sefiales
ambientales como luz y temperatura. Se sabe que la luz es percibida por los
fitocromos (Howe y col 1996), mientras que para la percepcidén de la temperatura,
aunque no se ha reconocido un sensor especifico, se ha descrito una cierta relacion
entre la percepcién del frio y los canales de Ca*? (Sung y col, 2003). Estos estimulos
luz y temperatura, desencadenan en la yema una serie de cambios como por ejemplo a
nivel hormonal, a nivel de expresion de genes y de proteinas.

Las hormonas ejercerian su accion como intermediarios entre la percepcion de la sefial

ambiental y la respuesta fisiolégica del tejido. Las hormonas involucradas enla ED y la




aclimatacion al frio serian las giberelinas (GA) y el acido abscicico (ABA). Se ha
informado que la biosintesis de GA es sensible al fotoperiodo, incrementando bajo
condiciones de dia largo (Jackson y Thomas, 1997).Se ha postulado ademas que la
sefal de fotoperiodo de dia corto bloguearia algiin paso en la siniesis de GA1 (Olsen y
col 1987) promoviendo el cese del crecimiento (Hansen y col, 1999). Por su parte ABA
serfa un potente promotor del cese del crecimiento y dormancia, se ha observado que
el contenido de ABA aumenta durante [a dormancia y que su incremento en la yema
potenciaria la aclimatacién al frio en plantas lefiosas (Li y col, 2002; 2003). ABA es
muy sensible a las condiciones de estrés abidtico como baja femperatura y
deshidratacion (Zeevaart y Creelman, 1988), y regula la expresién de una importante
cantidad de genes que codifican proteinas relacionadas con estrés: canales de agua,
dehidrinas, chaperoninas, enzimas que participan en la biosintesis de componentes de
pared celular, enzimas detoxificantes, etc {Rock, 2000). Estos genes tendrian en la
regién del promotor secuencias conservadas de respuesta para ABA (Leung vy
Giraudat, 1998, Finkelstein y col, 2002) y/o también un elemento de secuencia de
respuesta a deshidratacion (DRE) y/o elemento de secuencia en respuesta a baja
temperatura (LTRE) (Narusaka y col, 1293).

Entre las proteinas que se expresan durante el receso invernal de las yemas de
frutales caducifolios se encuentran las dehidrinas (DHN), familia de proteinas que
protegen de la deshidratacion (Arora y col. 1996; Sarnighausen E y col, 2002),
proteinas de almacenamiento BSP (participan del reciclaje de Nitrégeno) (Arora, 1992)
y enzimas como catalasa, superoxido dismutasa (SOD), peroxidasas. Sin embargo, no
ha sido posible establecer qué proteinas se relacionan con cada uno de los procesos
de aclimatacién, como por ejemplo proteinas que se expresen solo por efecio de la

aclimatacién al frio o solo por efecto de la ED.




En cuanto al analisis genético se ha estudiado la expresién de genes relacionados con
cambios en la membrana plasmatica (Gévaudant y col, 2001), expresion de genes del
ciclo celular particularmente en el proceso de dormancia (Rohde, 1997}, y expresion
de genes del metabolismo (via de la Pentosas Fosfato y via glicolitica) por efecto de la
salida de la Dormancia, bajas temperaturas, calor, y tratamientos quimicos (Rowland y
Arora, 1997). También se han utilizado estrategias basadas en la genética molecular
para estudiar los genes involucrados en las vias de sefializacion de ambos fenémenos
de aclimatacién. La blasqueda de marcadores moleculares a través del! andlisis de
QTLs (Quantitaive trait loci), relacionados con la tolerancia al frio y con la dormancia ha
sido iniciada por diversos autores pero aln sin llegar a resultados positivos. (Rowland y
col, 2003; Svendsen 2003), principalmente debido al caracter multigenético de ambos
fendmenos (Thomashow, 1990), ademas de dificultades en el manejo experimental en
relacibn a la ploidia de la especie y al tiempo que toma el obtener una nueva

generacion de plantas

Posible rol de las Prx en los mecanismos involucrados en el receso invernal de yemas

de V. vinifera cv Thompson Seedless

Las Prx de vid son miembros del grupo de Prx clase lll, su peso PM esta entre los 35-
45 KDa dependiendo de su grado de glicosilacion y grupo prostético (Jackson et al,
2001). La particularidad de estas Prx clase Ill es que son de naturaleza glicoproteica y
se localizan en la vacuola y la pared celular, tienen alta estabilidad térmica y un rango
de sustratos muy amplio (Robinson et al. 1989). Ademas de esta diversidad de
sustratos, las Prx de vid han revelado tener una alta diversificacion en cuanto al tipo de
tejido en el que se localizan (rayos vasculares periféricos, exterior a la capas celular)

en cuanto a los organos en que se distribuyen (hojas, tallos bayas, yemas, raices, etc)




y en cuanto a su localizacidon subcelular (vacuola o pared). Las Prx han sido
relacionadas con una diversidad de funciones como la construccion de la pared celular,
el recambio de metabolitos fendlicos de la vacuola, oxidacion de reductantes toxicos,
catabolismo de auxina y en la respuesta de defensa a dafio mecanico o provocado por
ataque de insectos o patégenos. Ademas se ha informado que participan en la
lignificacion del pedicelo y que su expresion en este tejido esta regulada por acido
giberelico (Pérez y Gomez 1998; Pérez y Morales, 1999).

En un estudio realizado en yemas de vid se observd un aumento en la actividad Prx
con el progreso de [a dormancia, con un maximo de actividad justo antes de la
brotacion. Por ofra parte, al analizar el perfii de expresion de Prx en un
isoelectroenfoque (IEF), se obtuvo un pairon de expresién de polimorfismo,
especificamente se observaron fres isoformas las que se expresaron durante todo el
ciclo de dormancia. Sin embargo, las isoformas bésicas disminuyeron su nivel de
expresion de manera gradual, desapareciendo totalmente del extracto de yemas dos
semanas antes del inicio de la brotacidén de las yemas (Pérez y Burgos, 2004), Estos
resultados sugieren que el cambio en el patron de expresidn de las isoformas de Prx
durante el periodo de ED podria ser indicativo del término de la ED y el inicio de la
ecodormancia

De la base de datos de EST de Vilis generada por la Universidad de California

“genomic facilities” (hitp://caf ucdavis.edu) (Goes da Silva y col, 2005), es posible

obtener a lo menos tres secuencias de EST correspondientes a Prx clase lil de V.
vinifera. Utilizando estas secuencias se disefiaron partidores especificos, con dichos
partidores y mediante técnicas de RT-PCR se estudié la expresién de transcritos de

Prx en tejidos de yema y raiz de vid y se compard con la expresion de isoformas de Prx
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y finalmente se secuencid el fragmento amplificado en tejido de yema para confirmar

su identidad.
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HIPOTESIS

Cambios en el patrén de isoformas de Prx y presencia de franscritos de Prx en yemas
de V. vinifera cv Thompson seedless esfarian relacionados con el término de la

endodormancia (ED)

OBJETIVOS

Objetivo General;

Relacionar la expresién de transcritos de Prx con el patrén de expresion de isoformas

de Prx en yemas de Vitis vinifera . cv Thompson seedless duranie el periodo de ED.

QObijetivos Especificos:

1) Obtencién de RNA de tejido de yema éptimo para analisis transcripcionales.

2) Evaluacion y obtencion de transcritos de Prx clase Il de Vitis vinifera L. en yemas en
estado ED.

3) Determinacion de isoformas de Prx a partir de yemas en estade ED en plantas de
Vitis cv Thompson seedles.

4) Comparacién (o correlacidn) de los tipos de transcritos de Prx con el numero y tipo

de isoformas de Prx durante ED,
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se tomaron muestras de yemas de Vitis vinifera cv. Thompson seedless de 8 afios de
edad, desde el centro regional de investigacidn del instituto Nacional de Investigacion
Agropecuarias (INIA, La Platina) ubicado en la ciudad de Santiago. Las raices y hojas
se exfrajeron de aquellas yemas que fueron puestas a crecer bajo condiciones
forzadas en cdmara de crecimiento (16 hr de luz; 8 hr en oscuridad) a 23 °C colectadas

después de 15 y 30 dias.

Extraccion y Purificacion de RNA

El RNA total fue aislado de yemas, raices y hojas de V. vinifera cv. Thompson
Seedless (0,5-0,7g de peso fresco} utilizando para ello un protocolo que incluye ciertas
modificaciones al método descrito por Chang y col (1993).

Las muestras fueron molidas con N; liquido y luego se homogeneizaron en buffer
CTAB (CTAB 2%, Tris-HCI 26mM, EDTA 25 mM, NaCl 2 mM, y PVP §%), agregando

ademas 2% de P - mercaptoetanol, la mezcla fue agitada para luego incubar a 65 °C

en bario termorregulado durante 30 min y luego se filird pasando la muestra por lana
de vidrio centrifugando a 400g x 10 min a 4 °C. La muestra se sometid a dos
extracciones con 1 volumen de CHCI;: alcohol isoamilico (24:1 v/v) centrifugado a
3000g x 20 min a 4 °C entre cada extraccién. El RNA confenido en la fase acuosa fue
precipitado durante toda la noche a -20 °C con 2.5 volimenes de EtOH absoluto. Al dia
siguiente el RNA fue recuperado por centrifugacion a 3000g x 20 min a 4 °C, El

precipitado fue lavado con 500 pL de EtOH al 70% y centrifugando nuevamente a
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3000g por 5 min a 4 °C para asegurar que no quedaran restos de efanol, [a muestra de
RNA fue mantenida durante 5 min a temperatura ambiente y luego se resuspendié el
precipitado en H,O DEPC. Una vez que el precipitado esta completamente
resuspendido, la muestra es tratada con DNAsa (5 U de DNAsa cada 10 pg de RNA)
incubando en bafio termorregulade a 36 °C durante 30 min.

La purificacion de RNA fue realizada agregando a la muestra 15 ul Silica y 1 volumen
de Nal 6 M. esta mezcla se incubo durante 10 min a temperatura ambiente mezclando
por inversion cada 2 min, fras esto el sobrenadante fue eliminado por centrifugacién
(1min a 14000rpm). La silica fue lavada tres veces con 500 pl de buffer de lavado
(Tris-HCI 10mM, NaCl 50 mM, EDTA 2.5 mM, y EtOH 50% v/v, pH 7,5) eliminando el
sobrenadante luego de cada cenirifugacidn a 14000 rpm por 1 min. La muestra se
mantuvo a temperatura ambiente para eliminar los restos de etanol y el precipitado fue
resuspendido en H,O DEPC. Mediante centrifugacién durante 5 min a 14000 rpm, se
recuperd la solucidn acuosa donde estaba resuspendido el RNA. (Boyle y col, 1995)

El RNA extraido y purificado fue revisado en una electroforesis en gel de agarosa al
1% con buffer MOPS 1X con fincién con bromuro de Etidio y corrido a 50Volt. La

cantidad minima requerida de RNA para visualizar en el gel es de 1.5pg.

Disefio de pariidores v RT- PCR

Se disefiaron partidores especificos para genes de Prx clase lll de V. vinifera a partir
de secuencias extraidas de la base de datos de EST de la Universidad de California:

“genomic facilities” (htip://caf.ucdavis.edu). En esta base de datos hay registradas a la

fecha 6 secuencias EST que corresponden a Prx del género Vitis, pero solo tres de

estos ESTs corresponden a Vitis vinifera. De los tres ESTs de Prx de V. vinifera uno de
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ellos corresponde a un contig (CTG 1035712) mientras que los ofros dos son
singletons (AY 348574) y (CB923206), en base a cada una de estas secuencias se
realizd el disefio de partidores especificos usando para ello el programa primer3

(http:/ffrodo.wi.mit.edu/) (Rozen y Skaletsky, 2000). Los partidores generados se

detallan en la tabla 2.

La reaccidon de RT- PCR se realizé empleando el kit SuperScript™ One-Step RT-PCR
System con Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA), en un termociclador
MJ research (PTC-150). Las sintesis de cDNA se realizo a 50° C durante 30 min y un
paso de 2 min a 94° C. La reaccién de PCR se realizo por 35 ciclos de amplificacion
que consistieron en los siguientes pasos: denaturacion 94 °C por 30 seg, apareamiento
55 °C por 30 seg, extension 72 °C por 45 seg y la extension final fue de 10 min a 72 °C.
La mezcla de la reaccién contiene 1 pg de RNA total como templado 0, 2 uM de cada
primer, 25 ul de Mix 2X (0.4 mM de cada dNTP,y 2.4 mM MgS04) y 1l de RT Platinum
Tag mix, el volumen total de la reaccién fue completada con H,O DEPC hasta un
volumen final de 50 pl.

Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
1,6%, en buffer TAE 1% (0.038 M Tris, 1 mM EDTA, 1.1% (v/v) glacial AcOH) a 50 Volt,
y visualizados por tincién con bromuro de Etidio.

Como control positivo de la actividad transcriptasa y polimerasa, en cada ensayo de
RT- PCR se chequeé la amplificacién de un fragmento de actina de V. vinifera (#
accesion NCBI AY680701), el que se expresa constitutivamente en todos los tejidos de
Vitis, los partidores para el control actina son los siguientes:

pACTf 5’- ATG TGC CTG CCATGTATG TIGCC -3’

PACTr5'—AGC TGC TCTTTGCAGTTITCCAGC -3
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Para los partidores sentido y antisentido respectivamente. Los que amplifican un

fragmento de unos 300 bp en yema.

Andlisis de secuenciacion

El fragmento de PCR obtenido a partir de los partidores correspondientes al EST de
Prx CB923206 fue secuenciado directamente después de la purificacién del fragmento
de un gel de agarosa 1.5% en buffer TAE 1X, con el mismo procedimiento utilizado en
la purificacion del RNA de yema. La reaccion de secuenciacidn fue realizada con 2pl de
DYENAMIC ET Terminator cycle kit (Amersham Bioscience) y 5 pmol de partidor para
un volumen total de 10 pl.

El iragmento secuenciado fue separado y analizado en un secuenciador de cuatro

capilares ABIPRISM 3100-Avant genetic analyzer (Applied Biosystems).

Isoelectroenfoque de peroxidasas

Isoelectroenfoque (IEF) fue realizado usando un gel con 5% polyacrilamida y 2% de
anfolitos (Bio-Lyte 3/10; Bio-Rad, USA). Las muestras fueron corridas en una camara
Bio-Rad 111 mini-lEF de acuerdo a las especificaciones de manufactura. La misma
cantidad (4 mg) de peso fresco, equivalentes a 10 pl de extracto de muestra, fue
eluida en el gel. La actividad peroxidasa fue desarrollada incubando el gel en 10 mM
de buffer citrato pH 4.5 compuesto de 5 mM 4-methoxy-1-naftol y 1 mM H,O, (Pérez y

Burgos, 2004).
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RESULTADOS

Extraccion v Purificacién de RNA de yemas de V. vinifera cv Thompson Seedless

El RNA de tejidos de yema de vid se exirajo mediante una modificaciéon del método de
Chang (1993). Sin embargo, para la obtencion de RNA de buena calidad fue necesaria
una posterior purificacion con silica (Boyle y col, 1995). La Figura 1a muestra la
extraccion de RNA de yemas no purificado (Carril 2) y purificado (carril 3). La
extraccion de RNA desde otros iejidos de vid como hojas y raiz no presenté problemas
y no fue necesaria la etapa de purificacion (Fig. 1b y 1c¢), en general el RNA obtenido
de estos tejidos de hoja y raiz alcanzaron mayor pureza y rendimiento lo que se
registra de los datos de Absorbancia a 230, 260 y 280 nm, y de la razén A sz, Y A

260i280- (Tabla?)

a) YEMA b) RAIZ c} HOJA

Fig1: a) Extraccién RNA de yema cv Thompson Seedless con protocolo estandarizado y modificado a
partir del protocolo de Chang de 1993(ver materiales y métodos). Carril1: estandar de PM de 1Kb; carril2:
Extracto crudo de RNA 6,8 (ul); carril3: extracto de RNA purificado (20 pl), la cantidad total de RNA eluido
es de 4 ug y 1,76 ug para el extracto crudo y purificado respectivamente. b) Extracto RNA raiz cv
Thompson Seedless, carril 1: estandar de PM 1KB carril 2: 3 pg RNA crudo, carril 3: 2 pg RNA purificado
c) Extracto RNA de hoja cv Thompson Seedless, carril 1: estandar de PM 1KB carril 2: 4 pg RNA crudo.
carril 3: 4 pg RNA purificado. El RNA fue eluido en un gel de agarosa 1% con buffer MOPS 1X. Todas las
muestras de RNA han sido tratadas con DNAsa 10 U/ul (5U por cada 10 ug de RNA).
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Tabla 1: Rendimiento vy calidad del exiracto crudo de RNA total de yema, raiz y hoja de V. vinffera cv
Thompson Seedless (cantidad inicial de tefido es de 1g en yema y Raiz, y 0,5 g en hoja)

Parametros que definen calidad del RNA
vinifera cv
Thompson (ug / g PF)
seedless)
Yema 1.94 1.48 64.19
Raiz 1.69 1.97° 281,91
Hoja 2.3 1.89 145.6

Disefio de partidores especificos de Prx clase lll de V. vinifera L,

En la base de datos de EST de vitis, del genomic facilities de la Universidad de

California  (hitp;//caf.ucdavis.edu/home/), se realizd la busqueda de "class Il

peroxidase" lo que dio como resultado 6 secuencias EST del género Vitis pero solo tres
de ellas corresponden a la especie Vifis vinifera, que son en este caso las de interés.
Los tres EST son nombradas como: CTG1035712, AY348574 y CB923206, donde
CTG1035712 es una secuencia contig de 689 bp, mientras que AY348574 y CB923206
son secuencias singleton de 932 y 592 bp respectivamente. Para cada una de estas
secuencias se disefio un par de partidores especificos, utilizando para ello el programa
primer3, los que amplificarian fragmentos de: 495 bp para CTG1035712, 639 bp para
AY348574, v 414 bp para CB923206 (ver tabla 2 fig.2). Entre las secuencias
correspondientes a los ESTs de CTG1035712 y CB923206 existen zonas de
homologia, mientras que al comparar con la secuencia AY348574; que corresponde a
una Prx del tipo basica encontrada en raiz y caracterizada por Vatulescu et al (2004),

no se encueniran zonas de homologia con los otros EST(fig. 2). Los partidores
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disefiados para cada uno de los EST de Prx de vid se muestran en la Figura 2.

Tabla 2: partidores especificos de Prx generados con el programa primer3 para las secuencias
CTG1035712, CB923206, AY348574. Donde left y right primer corresponden a los partidores
forward y al reverse respectivamente. Se indican la base en la que inicia el partidor (start), el
largo del partidor (len), la temperatura de melting (tm), el porcentaje de bases C+G (gc%), auto
complementariedad de los partidores (any), complementariedad entre partidores (3°) y la
secuencia del partidor (seq), el tamario original de cada secuencia (sequence size) y el tamafo

del producto de amplificaciéon de cada secuencia (product size).

secuencia AY348574

CLIGO

et

[¢7]
rt
W)
H

LEFT PRIMER 46
RIGHT PRIMER 684
SEQUENCE SIZE: 941
PRODUCT SIZE: 639,

Lecuen01a CB923206

OLIGO start
LEFT PRIMER Ti
RIGHT PRIMER 484

SEQUENCE SIZE: 592
PRODUCT SIZE: 414
secuencia CTG1035712

OLIGO start

LEFT PRIMER 30
RIGHT PRIMER 524
SEQUENCE SIZE: 689

PRODUCT SIZE: 495

len tm

20' 59.55
200 59.57
len tm

20 59.85 50.00

20 59.97 50.00

len tm

20 59.98

20 60.05

o]
r_;

50.00

a
gcs
i)

50.00 7.00

55.00 3.00

anv 2
5.00 3.00

4.00 1.00

an 3!

seq
TATTGGATGGCACTGCAAC

GCCACATCCGTAAAGARAG

seg

5.00 1.00 CAGGCRRRAGGGTCTTTCAG

3.00 2.00 CCCGTCTTCACTCCAATGTT

)

any

Il

Seq

3.00 TTCACTGGCAGCTGATATGC

2.00 TCCCCATCAGAACCTGTCTC
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CB923206 $rme - I

CIGIIASILZ =moe— e e e e e e ==
AY348574 TTGCATTTTCACGACT GCTTTGTATTGGGATGTGATGCT TCTATATTATTGGATGGCACTGCAACCTTTACTGGA 75

CBY23206  ——=-——mm—m—sso—n s
CTG1035712 ——-- : = T L _—
AY348574  GAGAAGACAGCAGGACCARATAACAACTCTGTGAGAGGATATGAGGTGATCGACACCATTARATCTCARGTGGEA 150

CBY23206  ~—m-mmmmmmmmme e e mmmmm e -
CTG1035712 === R . e
AY348574 AGTTTGTGCCCTGGAGTTGTCTCTTGTGCAGATATTGTAGCAGTGGCAGCTCGTGACTCGGTCGTCATTTTGGGT 225

CB923206  =--- o ~GCTCAGATATATCCCATGCTGCCARCATCCCAGAARGTCECTEACTE 46
CTG1035712 =—===—==== GGCTGCAGGAAT TCEGCACGACGCAACAT N _ | G~ TG TGAGT CACTE 65
AY348574  GGCCCAACATGGACTGTGCGATTAGGCA-GRAGAGATTCAACCACGGCGAGTTTCAGTGCTGCTGECACCGACCT 299

CB923206 A TAGAGAC T
CTG1035712 f ITTTTAGACAGGGGTCTCTCAGRAAAAGACCTTGT 3
AY348574 CCCTGGCCCGAACTTAAGTCTCAGTCAACTTATATCTGCCTTCTCCAAGAAGGGCTTGACTACTAAGGAAATGGT 374

CB923206 AGAGACGAGACTCTACAR CACCCGAG-GCGGTGGCTCGE 2.‘- 193
CTG1035712 AT GACAGACCGGCTG"I—PQ}\ TTTTCCGG-GTGGGGGATCCCA
AY348574

CB923206 "TGCAX

CTG1035712 TCCATCTA nG.F\G'“’ﬁsm«AG"An!-ST"I"""CCAGGATGGTL:.Z\TGTTP_' TF"'TCGGTT 287
AY348574 CACCGACATCGATCCAGCATT'I'GCAGC.RTCMMCAGAMATCTGCCCAAGATCGGGTG@GATGATAATCTATC 518

CB923206 F
CTG1035712 7 :
AY348574 TCCTCTGGATGGAACAACTACTG—-—TTTTCGA’I‘AATGTTTATTTTAGGGGTTTGGAAGAAAAGAAGGGT CTGTT 590

CB%23206 GCﬁTTACGATGACAGAL.,ﬂ.u.,C.uABCCCC“"GGTG«aA"""L“}' CATTGGGC~—=——— AGCGC 413
CTG1035712 - TCCTACTTCGGCCCCCTARACTC 437
AY348574 GCACTCAGACCAGGTACTCTACAACGGTGGCTCCA(‘J&GATTCCCTRGTTAAAACCTAC ———————————— AGCAT 648
CB923206  GGGAGTT----CTGCAIT GARGATGGG 484
CTG1035712 ACAATTTGGACCATCITT GRARATGGGCCAGATCGGTGT. 512

RY348574 CGACACTG-~- CCAC’.FTTCTT‘IACGG&TG’RGGCCAACGCCF\TGGTTAGGATGGGAGATATCAGTCCTTTAACCGG 692

CB923206 TCAGACGTATTTGCACAGCTGT TRATGGAGTCC~——CTTTGTA-GTTTTATTTCCCGTTGE 555
CTG1035712 “IGCGAGTT CGGAGCCTTTAATTGAATTT-——-CTATGTTTAATGTACCATTCTCCCT 584
AY348574 AACTAATGGACAGAT TAGGACCAACTGCAGGAAAGTCAACTGATCCTAGTCAGTTTATGGCTATTATTTETTTCT 767

ACARGGAGACS

CB923206 TTCTTAATTACCETAGAARAT-——AARTAGT CTCTGTGTGAGGCTGCGCATACCAT —————~———=——————=————— 606
CTG1035712 AGCTAGTTCAT TATAT--ACTCATAGAATTCCGAATTTCAATTCTATGGAATGT TGAAATATACAGAAATA 657
AY348B574 GGTTTAAGTGTCTTTAATGTTAATCTACTACAATAAATAATCGGAAGT TGCTTATCGCARAGCAGTTTGGGARAT 842

CBU23206 === m oo o o e e e e e
CTG1035712 GTTATTCCTATTCCACTGTTTCACCTCCACGT 689
AY348574  TTGTGGAGTTTATGGTATTTGTATTTGTTCGTCTACTTAAAAAATTATCTTTAAARATTTTTAGTCAAGAACARA 817

CBY23206  mmmmmmmmmm—mmae
CTGL035712 =—====mmmmmmmme
AY348574  AARAARAARRARARA 932

Fig2: Alineamiento de los EST seleccionados de la base de datos de la Universidad de California genomic
facilities. CB923206, CTG1035712 y AY348574 EST de Prx de V. vinifera encontradas, secuencias de
592, 689, y 932 bp respectivamente. El color amarillo destaca los partidores especificos para la secuencia
AY348574, en color verde se destacan los partidores especificos para la secuencia CTG1035712, y en
color calipso se destaca los partidores especificos para la secuencia CB923206. Las letras remarcadas en
color rojo destacan la similitud entre las secuencias CB923206 y CTG1035712
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Amplificaciéon por RT-PCR de los transcritos de Prx

La expresion de transcritos de Prx de vid se analiz6 en tejidos de yema y raiz
mediante RT-PCR. En el analisis se utilizaron los partidores especificos de Prx clase I
de Vitis vinifera disefiados a partir de la base de datos de EST de la Universidad de
California. En tejidos de raiz se detectd [a presencia de los tres trancritos
CTG1035712, AY348574 y CB923206 (Fig. 3), mientras que en tejidos de yema sélo
se detecto el transcrito CB923206 (Fig. 3).

En los ensayos de RT-PCR se incluyé como control interno el gen de actina (N°

accesion AY680701) (fig. 3, carril 5)

Fig 3: RT-PCR de Prx de clase lll de V. vinifera con RNA total extraido de tejido de yema y raiz
de ¢cv. Thompson seedless. Carril 1 corresponde al marcador de PM 1Kb, carril 2 transcrito de
EST de {(AY348574), carril 3 transcrito de EST de Prx (CB923206), carril 4 transcrito de EST
(CTG1035712) y carril 5 transcrito de actina (control interno). En cada caso se utilizo como
templado 1 pg de RNA total. El gel fue eluido con 5 pl de cada muestra de PCR.
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Analisis de secuencia del fragmento de yemas amplificado por PCR

La identidad del fragmento de yemas (denominado CB-yema) amplificado por PCR con
los partidores disefiados para CB923206, fue determinada tras secuenciar el
fragmento y compararlo con los EST de Prx de V. vinifera disponibles en la base de

datos de la Universidad de California (http://cgf.ucdavis.edu) (Fig. 4a) el nivel de

identidad de CB-yema respecto de los EST de Prx clase Ill fueron de 99.7 % de
identidad con Prx EST CB923206; 62.8 % con CTG 1035712 y 39.6 % de identidad
con AY 348574.

El analisis de homologia: Blastx, para la secuencia de amino acidos del fragmento CB-
yema (segun la base de datos de la NCBI) da como resultado que entre el fragmento
amplificado CB-yema hay una homologia del 80 % con G. hirsutum CAE 4309, 72.5 %
con A. thaliana NP 194328, 72.5% con A. thaliana Q 95ZH2, 71.8 % con Glycine max

AAD37375y 63.4 % contra Oryza sativa CAHB9375. (Fig. 4b)

CATACCATTGGGACAACTGCATGCTTCTTCATAGAGACGAGACTCTACARCTTCACCCGAG-GCGETGGCTCGGA 193
-TGGGACARCTGCATGCTTCTTCATAGAGACGAGACTCTACAACTTCACCCGAG-GCGGTGGCTCGEA ©
GARCCACAGCATGC CATGACAGACCGGCTGTACAACTTTTTTCCGG-GTG 2
\--ACT-CATACC---ATAGGCAAAGCAAGATGCACARGT TTTCGARATCATATTTACARCGA 443

’“CTGCAA"‘"AACCLTLJA\,T”C CCCAAAANTAPAGGCCPACTGCCC
T CCTCCCAGAGCTAARAAGCARAGTGCCC!

ACCACTTGATCCGGTGACTGAAGABACGTTTGATGT TCAGATATTGAGGAATATCAGGGATGGATTAGCAGTGAT 343
ACCACTTGATCCGGTGACTGAAGAARCGTTTGATGT TCAGATATTGAGGAATATCAGGGATG "AT 'AGCAGTGAT 216

\GGGAAGTGGGGAGACAT TTGACAARAAGATTCTGGAAAACATT
TGGAACAACTACTG---TTTTCGATAATGTTTAT TTTAGGGGTTTG

22




oM

GPFYDVPTGRRE

TACFFMOKRLYNFTPGGG---SDPAINPGFLPQLKDKCPENGDVNVRIPLDWSTONVE E"v
’T‘AC‘FV;F"‘RHINF’"RG’"Gk“*‘\DF}\ NDTFLD‘("{'@\KPDF‘RCD NVRLPLEPVT WV

QILONIKDGFAVLOTDAGLYEDVTTRQVVDSYLG
QILONIKDGFAVLQTDAGL
NILKNIREGFAV
S RNGE

sek EE e okH k. - TEEE

Fig. 4. (a) Identidad de la secuencia del fragmento de cDNA obtenido del RT-PCR con los
partidores especificos para el EST de Prx (CB923206). La secuencia obtenida fue comparada
las tres secuencias de Prx de V. vinifera reportadas en la base de datos EST de genomic
facility de la Universidad de California (http:/caf.ucdavis.edu), CTG1035712, AY348574 y
CB923206. (b) Resultado del Blastx (de la base de datos de la NCBI) para el analisis de
homologia de la secuencia aminoacidica entre el fragmento de PCR amplificado CB-yema
contra las Prx de clase lll. G.hirsutum CAE54309, A. thaliana NP194328, A. thaliana Q95ZH2,
Glycine max AAD37375, y Oryza sativa CAH69375

Actividad de isoenzimas de Prx en tejidos de yema vy raiz de V. vinifera cv Thompson

seedless

A través de IEF se analizé el perfil de isoenzimas de Prx presente en raiz y yemas de
V. vinifera cv Thompson Seedless. En raiz se observo la presencia de dos isoenzimas
basicas: PrxB1 y PrxB2; y una isoenzima neutra: PrxN1. En yema se observo
igualmente las dos isoenzimas basicas (PrxB1 y PrxB2) pero ademas y a diferencia

del tejido de raiz se observé una isoenzima acida: PrxA1 (fig.5).
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PrxB1

PrxB2

PrxN1

PrxAt

Fig. 5. Perfil de isoenzimas de Prx en cv. Thompson seedless de tejido de raiz y yema. PrxB1
Corresponde a la isoforma basica N°® 1, PrxB2 Isoforma basica N° 2, PrxN1 isoforma neutra y
Prx A1 isoforma acida. El isoelectroenfoque es tefiido con 4-methoxy a-naphthol en presencia
de H;0,. El gel fue eluido con 35 U de cada muestra de Prx
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DISCUSION

Extraccidn de RNA de tejido de yemas.

La composicién caracteristica de la yema, tejido altamente lignificado con alto
contenido de polisacaridos y polifenoles son condiciones que dificultan la exiraccion de
RNA. Los polifenoles puede formar complejos con los acidos nucleicos (Newbury y
Possingham, 1977), v los polisacéridos pueden por otra parte co-precipitar con el RNA
(Lodhi y col, 1994}, el alto contenido de estos ademas de dificultar la extraccion son
factores de contaminacién para efectos de una reaccion de RT-PCR la que puede ser
inhibida por efecto de dichos componentes.

Si bien existen varios protocolos probados para la extraccidon de RNA en V. vinifera, en
general son procedimientos que no incluyen un tejido como el de yema y aun cuando
no hay diferencias significativas entre los distintos protocolos descritos, los resultados
finales son muy variables dependiendo del tejido tratado, asi de las diversa pruebas
realizadas se llegé a un protocolo basado en la metodologia propuesta por Chang
(1993), en el cual modificaciones tales como: la alta concentracion de PVP y la alta
cantidad de NaCl en el buffer de extraccion contribuyen a disminuir la formacién de
complejos con &cidos nucleicos y proteinas, e incrementar la solubilidad de los
polisacaridos evitando que co-precipiten con RNA, respectivamente, esto sumado a un
procedimiento de purificacidén adicional permite obtener un buen rendimiento (variable
segln el tejido) v calidad en la extraccion del RNA de yemas de V. vinifera cv
Thompson seedless. La comprobacion empirica de estos resultados queda registrada a
partir de lo que se observa al obtener una alta resolucion de las bandas ribosomales
(Fig. 1) y de las mediciones espectrofotométricas donde la pureza del RNA se mide a

partir de la razon entre las absorcion del RNA (Ansx= 260nm), la absorcion de proteinas
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(Amax= 280nm) y la absorcion de polisacaridos (Aps= 230nm), donde idealmente se

debe obtener una relacidén de 1:2:1 para Azsnzso:2s0 (Tabla. 1).

Andlisis de la base de datos EST “genomic facility”

De las muiltiples investigaciones en tormo a temas relacionados con las especies de V.
vinifera se ha generado gran cantidad de EST (expressed sequence tag) disponibles
desde el afio 2003 en la base de datos de la NCBI (the National Center for
Biotechnology Information). Estas secuencias que han sido generadas principalmente
de la especie V. vinifera y provienen de analisis de secuencias de DNA genémico y de
transcritos de RNA y EST de librerias de cDNA.

Todas estas secuencias de V. vinifera (mas de 146.075) fueron reunidas en la base de
datos de la Universidad de California (hitp://cgf.ucdavis.edu/). Las secuencias de EST y
transcritos se organizaron en contigs (CTG) (o secuencia consenso tentativa) y
singletons, que para el caso de V. vinifera corresponden a 14681 contigs y 14943
singletons. Pero ademas mediante Blastx se anot6 y agrupo las secuencias en torno a
la proteina para la que codifican (unigene). (Goes da Silva y col, 2005)

Toda esta informacion es parte de una base de datos publica donde hay ademas otros
antecedentes respecto de la expresién de estas secuencias y el tejido y el estado de
desarrollo en el que se encuentra la planta, lo que en conjunto contribuye de forma
importante en el avance de los andlisis para el seguimiento de las rutas de
sefializacién, o en los andlisis genémicos como expresién y anotacion de genes,

ademas de facilitar la identificacién de genes marcadores.

26




Expresién de transcritos de Prx en iejidos de yvema v raiz

Los EST seleccionados de la base de datos genomic facilities

(http://caf.ucdavis.edu/home/) a partir de la blsqueda de class !l peroxidase dio como

resultado tres secuencias EST: CTG1035712, AY348574 y CB923206.

El EST CTG1035712, carresponde a un contig, es decir, una secuencia que resulta del
ensamble de varias secuencias EST, todas las secuencias ensambladas en este caso
provienen de una libreria de cDNA de bayas de V .vinifera sometidas a estrés abidtico.
La secuencia EST AY348574 corresponde en realidad a un cDNA completo de una
Prx béasica que se expresa en raiz de V .vinifera al momento de la protrusion
(Vatulescu y col, 2004), esto fue determinante para la utilizacion del tejido de raiz como
control en la expresion de los transcritos. Finalmente la secuencia EST CB923206
corresponde a una secuencia singleton de V .vinifera derivada de los miliiples
programas de secuenciacion sin mayor reporte del tejido del cual procede.

Al ensayar por RT-PCR la expresidén de los transcritos con los partidores especificos
para cada EST (CTG1035712, AY348574 y CB923206) se observo la amplificacion de
los tres pares de partidores en tejido de raiz, mientras que en tejido de yema hubo solo
amplificacién para el partidor especifico disefiado segin el EST CB923206. Sin
embargo, este ensayo fue realizado con muestras de yema colectadas en el mes de
Mayo cuando la yema se encuentra en estado ED, por lo tanto, es posible que los otros
transcritos no se observen en este periodo porque se expresan en otros estados de
desarrollo de la yema o bien porque tienen una tasa de recambio mayor que el
transcrito CB923206. Seria interesante entonces analizar lo que ocurre durante todo el
curso del receso invernal para conocer si cada transcrito presenta un patron de

expresion particular o bien st el transcrito CB923206, el que se posteriormente fue
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denominado como “CB-yema” es efectivamente el Gnico presente en yema durante el

ciclo de dormancia.

Isoformas de Prx en tejidos de yema v raiz

Las dos actividades de Prx basica enconfradas en los exiractos de yema, también
fueron encontradas en los extractos de raiz. PrxA1, la isoforma de Prx acida detectada
en yemas, ho estaba presente en raiz. Sin embargo, la presencia de una isoforma
acida de Prx que aparece 32 hr después de la protrusién durante el procesc de
enraizamiento ha sido reportada en rafces de Vitis cv Touriga Nacional (Vatulescu y
col, 2004). Asf la falta de actividad de PrxA1 en extractos de raices de Thompson
Seedless puede deberse al estado de desarrollo del tejido de la raiz usado durante la
preparacion del extracto.

Entonces para establecer alguna correspondencia entre la expresion de las isoenzimas
de Prx con la sintesis de transcritos de RNA, seria necesario obtener mas datos
respecto del control de la expresidn de proteinas y transcritos y conocer la secuencia a

lo menos parcial de la proteina para obtener una resultado mas concluyente.

Comparacién de zimograma v transcritos de Prx en yemas de V. vinifera cv Thompson

Seedless

La falta de correspondencia entre el nimero de transcritos de Prx y el ndmero de
isoformas de Prx expresadas en tejidos de yema se podrian deber (1} A que los EST
de Prx reportados en la base de datos no estan relacionados con las isoformas de Prx
encontradas en el tejido de yema (2) a que a pesar de que las proteinas permanecen
cataliticamente activas en el tejido de yema, los transcritos de RNA son rapidamente

degradados después de la traduccion (3) a que un transcrito de Prx puede dar origen a
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mas de uha proteina producto de modificaciones post-transcripcionales (4) o bien que
la técnica de |IEF aplicada no alcanza una buena resolucion y no se revela la cantidad
real de isoenzimas de Prx, lo que refuerza la imposibilidad de relacionar un transcrito
con una isoenzima del |IEF. Aln asf estos resultados sugieren que en las yemas la
actividad transcripcional es alta mientras que el recambio de proteinas es bajo.
Resultados similares fueron observados por Pacey-Miller (2003) en V. vinifera L cv.

Purple Cornichon.

Perspectivas de andlisis de Prx CB-yema

El transcrito detectado en tejido de yema CB-yema asignado del analisis de Blastx
como Prx clase lll, se detecté en yemas colectadas a principio de Mayo cuando las
yemas se encuentran en el estado de ED. Considerando lo anterior seria interesante
hacer el seguimiento de esta Prx CB-yema y caracterizar el patrén de expresion del
transcrito a lo largo de todo el ciclo de dormancia. Determinar si su expresion esta
relacionado con alglin estado especifico de la dormancia de yemas o con la transicién
de un estado a otro (Lang y col, 1987) ya que de ser asi, la expresion de este transcrito
podria ser utilizada como un marcador molecular para indicar el estado especifico de
dormancia en que se encuentra la yema. Prx CB-yema podria también ser usado como
referencia para la aplicacién de cianamida hidrogenada, un inductor de la brotacién de
yemas en vid cuya aplicacién actualmente se realiza en forma empirica, sin saber el
estado de dormancia en que se encuenira la yema al momento de su aplicacion, ya
que los distintos estados de dormancia por los que atraviesa [a yema no son
distinguibles a ojo del observador. La definicion de cada fase de dormancia es
importante para que la aplicacién de la cianamida hidrogenada u ofros quimicos se

realice en el momento preciso puesto que aplicaciones cuando la yema a salido del
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estado de ED son muy dafiinas para la planta, mientras aplicar cianamida hidrogenada
a inicios de [a ED se minimizan los efectos negativos en la brotacién. (Erez, A. 1995;

Henzell, y col. 1991, Shulman, y col. 1983)
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CONCLUSIONES

(1) El procedimiento desarrollado para la extraccién de RNA en tejido de yema, permite
extraer RNA de buena calidad y con un buen rendimiento y ademas funciona
eficientemente para otros tejidos de Vid cv. Thompson Seedless como hoja y raiz.

(2) Se disefiaron partidores especificos para tres secuencias EST asignadas como Prx
clase |ll de V. vinifera descritas en Ia base de datos de la Universidad de California

(http://caf.ucdavis.edu), las tres secuencias EST corresponden a un contig

CTG1035712, y dos singleton AY348574 y CB923206, y los partidores especificos
fueron probados en iejido de yema y raiz.

(3) El andlisis de los transcritos correspondientes a los EST CTG1035712, AY348574 y
CB923206 en tejido de raiz y yemna, revela que hay una expresion diferencial de los
franscritos, puesto que en tejido de yema solo se observa CB923206 mientras que en
raiz se observan los tres transcritos CTG1035712, AY348574 y CB923206.

{(4) Al analizar la secuencia del transcrito expresado en yema se comprueba por medio
de un Blastx, que este transcrito, denominado CB-yema, corresponde a una Prx clase
nL.

(5) Al analizar los tejido de raiz y yema en cuanto a la expresion de proteinas Prx, se
observé que dicha enzima presenia polimorfismos, con al menos tres isoenzimas en
cada uno de los tejidos: yema y raiz. El patron de isoformas entre los tejidos de raiz y
yema, es coincidente en la expresién de dos isoformas basicas (PrxB1, PrxB2) y difiere
en la presencia de una isoenzima acida (PrxA1) en yema, y una isoenzima neutra

(PrxN1} en raiz.
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(6) Las técnicas aplicadas en este trabajo: el zimograma y RT-PCR para el andlisis de
expresion de Prx, en tejido de yema y rafz, no son suficientes para vincular un

determinado transcrito a una isoenzima expresada en el IEF.
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