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Siempre me ha interesado el 4rea de las plantas. Mis primeras aproximaciones fueron a
muy temprana edad, ya en la béasica me acuerdo que me gustaba hacer los experimentos
de germinacién de granos de porotos y lentejas. Recuerdo muchas veces haber plantado
los brotes y que luego de un tiempo, se usaba el poroto verde en las comidas. En este
mismo tema, creo que mi maximo logro fue realizado, para sorpresa mia, cuando de un
cuesco de durazno surgi® una pequefia plantula, recuerdo haberla cuidado, y
posteriormente la planté en el patio de mi casa. Muchos afios pasaron hasta el momento
de su primera floracion, y sus primeros 6 pequefios frutos. Ya en la primavera de este
afio que pasd, me encontré con un drbol de unos tres metros, lleno de flores rosadas, y
posteriormente aprovechamos en familia de sus dulces frutos. Asi, el fenomeno de
brotacion de frutales es algo que me atrae y me estimula, y pretendo en el futuro seguir

por este camino de investigacion.
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ABREVIATURAS

ASC: Ascorbato.

AMT: Aminotriazol.

APX: Ascorbato Peroxidasa.

BGLU: 1,3-8-Glucanasa.

BLAST: Herramienta basica de bisqueda de alineamiento local.

BLAT: Herramienta de alineamiento tipo Blast (Blast-Like Alignment Tool).
BRso: Brotacion del 50% de una poblacion de yemas.

CAG: Ciclo Ascorbato Glutation.

CAT: Catalasa.

c¢DNA: DNA complementario.

CTAB: Bromuro de Cetilirimetilamonio (Cetil Trimethyl Ammonium Bromide).
DDT: Dias Después del Tratamiento.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

DHA: Dehidroascorbato, Ascorbato oxidado.

DHAR: Dehidroascorbato Reductasa.

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

ECD: Ecodormancia.

ED: Endodormancia

EDTA: Acido Etileno Diamino Tetracético (Ethylene Diamide Tetraacetic Acid).

FC: Condiciones Forzadas de Crecimiento (Forcing Conditions).




GR: Glutatién Reductasa.

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

GSH: Glutatién, Glutatién Reducido.

GSSG: Glutatién Oxidado.

G6PDH: Glucosa-6- Fosfato Deshidrogenasa.

HC: Cianamida Hidrogenada (Hydrogen cyanamide).
H;0;: Peroxido de Hidrogeno.

MA.: Meristema Apical.

NADPH: Nicotinamida Dinucleétido Fosfato (reducido).
Nal: Yoduro de Sodio.

MP: Membrana Plasmética.

NalN;: Azida de Sodio.

PC: Pared Celular.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction).
PD: Paradormancia.

PR: Relacionadas a Patogénesis (Pathogenesis Related).
PVP: Polivinil Polipirrilidona (Polyvinyl Polypyrrilidone).
SA: Acido Salicilico.

SSA: Acido Sulfosalicilico (Sulfosalicylic Acid).

VPF: Via de las Pentosas Fosfato
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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L) como planta perenne lefiosa ajusta su ciclo de crecimiento y
dormancia a los cambios estacionales. A lo largo del afio alterna una etapa de desarrollo
en primavera-verano con otra etapa de dormancia y tolerancia al frio durante la
temporada de otofio-invierno. Durante la etapa de crecimiento en la axila de cada hoja se
forma una estructura que se conoce como yema. Es esta yema la que entra en dormancia,
y es la encargada de reanudar el crecimiento cuando las condiciones ambientales asi lo
permiten. El cultivo de la vid en zonas de inviernos calidos como la IIl y IV region de
Chile es problematico, ya que siendo la vid una planta de clima templado, al ser
introducida a zonas subtropicales brota de manera incompleta y desuniforme. Para
obtener una brotacion homogénea y una produccion viable comercialmente es necesaria
la utilizacion de agentes quimicos que de alguna forma sustituyan los efectos del frio
invernal. La cianamida hidrogenada (HC) es el compuesto quimico més utilizado para
estos fines y es universalmente considerado como un inductor de la brotacién de yemas
y un rompedor de la dormancia; sin embargo, su mecanismo de accion ain no esta
dilucidado. En este trabajo se evalu6 el efecto de azida de sodio (NaN;), un conocido
inhibidor de la respiracion mitocondrial, sobre la induccion de la brotacion de yemas de
vid cv. Thompson Seedless, y sus efectos a nivel molecular fueron comparados con los
efectos de HC y del frio. Los resultados mostraron que tanto HC como NaNj estimulan
de forma similar la brotacién de yemas de vid. Ademas, ambos compuestos promovieron

la transcripcion de genes relacionados con el sistema antioxidativo, como son la
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glutatién reductasa (VVGR) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (VvG6PDH), lo que
tuvo un efecto directo sobre la relacion GSH/GSSG del tejido. Ambos compuestos
estimularon también la franscripcion de 1,3-B-glucanasas (VVBGLUs), enzimas clave en
la salida de las yemas de la endodormancia (Rinne et al., 2001). Por otro lado, en un
estudio previo se observé que HC aumenta mientras que NalN; disminuye los niveles de
H,0; en los tejidos de yemas de vid (Pérez et al., 2008), por lo cual se evalué el efecto
del H,0,, tanto sobre el perfil de expresion de VVBGLUs, VVGR y VvG6PDH como
sobre la brotacién de yemas. Los resultados demostraron que el H,O, no estimula la
expresion de estos genes y que el H,O, presenta un minimo efecto sobre la brotacién de
yemas de vid. Finalmente, en esta tesis se propone que €l efecto promotor de HC y NaN;
sobre la brotacién em yemas de vid se deberia a alteraciones respiratorias que
aumentarian la via glicolitica afectando los niveles de glucosa-6-fosfato (G6P) en el
tejido, lo que a su vez actuaria como una sefial que induce la transcripcién de genes

relacionados con la salida de la dormancia y la inducci6n de la brotacién de las yemas.



ABSTRACT

Grapevine (Vitis vinifera L) as a woody perennial plant adjusts its growth-dormancy
cycle to environmental changes. Along the year it alternates a development stage during
the spring-summer season with a dormancy and freezing-tolerant stage during the
autumn-winter season. While the growing stage lasts in each leaf axil emerge and
develop a structure known as bud that enters into dormancy, and that is responsible to
resume growth when there are permissive environmental conditions.

Commercial production of grapevine in warm-winter zones such as the Il and IV
regions in Chile, is problematic due to low and uneven bud break. To obtain
homogeneous bud break and commercially feasible productions chemical agents are
required for somehow substituting winter chilling effects. Hydrogen cyanamide (HC) is
the most used chemical compound for these purposes and it is widely considered as a
bud break inductor and a dormancy releaser for grapevine buds; nevertheless, its
mechanism of action is not yet elucidated. In this work the effect of sodium azide
(NaN3), a known mitochondrial respiration inhibitor, was assessed on the induction of
bud break in grapevine cv. Thompson Seedless, and its effect at the molecular level
compared with those produced by HC applications and chilling treatments. Results
showed that both HC and NaN; stimulate bud break in grapevines in a similar fashion.
Moreover, both compounds promoted the transcription of genes related to the anti-
oxidative system, such as glutathione reductase (VVGR) and glucose-6-phosphate

dehydrogenase (VVG6PDH), and increased the GSH/GSSG ratio. Both compounds
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promoted also the transcription of 1,3-B-glucanases (VVBGLUs), key enzymes on bud
endodormancy release (Rinne e al., 2001). On the other hand, in a previous study it was
observed that HC increases while NaN; decreases 1,0, levels within the bud tissue
(Pérez et al., 2008); that is why the effect of H,O, was assessed on the expression of
VvBGLUs, VvGR and VvG6PDH, and in bud break. Results showed that H;O, did not
stimulate the expression of these genes and exhibited a marginal effect on bud break.
Finally, in this thesis is proposed that bud break stimulatory effect of HC and NaN; in
grapevines might be due to respiratory disturbances which increase the glycolytic
pathway affecting thus the glucose-6-phosphate (G6P) levels within the tissue. The
initial reduction in sugar levels in turn, might act as a signal, inducing the transcription

of genes related with dormancy release and bud break.



1. INTRODUCCION

1.1. Dormancia
Biologicamente, la dormancia es una respuesta frente a una serie de estimulos como la
deshidratacién, las bajas temperaturas, el fotoperiodo, y se manifiesta como la

suspension temporal del crecimiento.

1.1.1. Dormancia de yemas

Las plantas perennes de climas templados desarrollaron mecanismos para ajustar su
crecimiento y desarrollo a los cambios estacionales. La sincronizacion del crecimiento y
desarrollo con las estaciones se conoce como “ciclo de dormancia” (Lang, 1994). Este
ciclo consiste en la alternancia de fases de crecimiento y de receso a lo largo de las
estaciones a fin de asegurar la reproduccion y permanencia de la especie. Las plantas
perennes se adelantan a los cambios estacionales percibiendo y sensando variables
ambientales. Dado que los cambios en el fotoperiodo son absolutamente regulares,
proveen por tanto de una sefial ideal para la sincronizacion del desarrollo de la planta
con los cambios estacionales (Rinne ef al., 2001) (Fig.1). Efectivamente, gran parte de
las plantas perennes lefiosas sensan y perciben el fotoperiodo a través de los fitocromos

como una forma de sincronizar su crecimiento y desarrollo a los cambios de estacion.
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Figura 1. Cambios en el fotoperfodo a lo largo de los afios 2006 y 2007 en la ciudad de Santiago de Chile.

Las plantas perennes lefiosas desarrollan anualmente estructuras conocidas como yemas.
Estas estructuras entran en dormancia inducidas por el acortamieﬁto del fotoperiodo. Las
yemas dormantes proveen a las-plantas de una red segura para el crecimiento y la
reproducci6n, si las condiciones ambientales son tales que provocan la muerte del tejido
metabolicamente activo, como por ejemplo las heladas intensas, y posteriormente, son
las encargadas de reanudar el crecimiento de la planta una vez que las condiciones
ambientales asi lo permiten (Gil, 1997).

La dormancia desde un punto de vista operativo ha sido clasificada en tres estadios
definidos como paradormancia (PD), endodormancia (ED) y ecodormancia (ECD).
Durante la PD o dormancia estival, el crecimiento es inhibido por factores originados
fuera de la yema (ejemplo: dominancia apical), en la ED el crecimiento estd reprimido
por factores end6genos de la yema, y durante la ECD, el brote de la yema est4 inhibido
por las condiciones desfavorables para el crecimiento (Lang, 1987). A medida que
progresa el otofio, el acortamiento de los dias y las bajas temperaturas inducen la

endodormancia (ED). La ED se conoce también como “dormancia invernal o dormancia

profunda”. La entrada, mantencién y salida de las yemas de la ED ha sido ampliamente




estudiada debido a la importancia que tiene para la horticultura y la fruticultura por el
papel que juega tanto en la sobrevivencia como en la adaptacién de las plantas. Definir
un estado dormante en una planta es dificil, dado que un tejido puede pasar de un estado
dormante a otro sin ningtin cambio fenotipico. Sin embargo, aunque no hay crecimiento
ni cambios visibles, la dormancia es una etapa fisiologica y bioquimicamente activa en
el desarrollo de las yemas (Young ef al., 1973).

- En frutales caducifolios, la profundidad de la dormancia se ha estudiado utilizando
estacas de una yema, las cuales se someten a condiciones que promueven la brotacion y
los resultados se expresan como porcentaje de brotacion en un periodo de tiempo
definido, o como el tiempo que se requiere para que el 50% de la poblacién de yemas

brote (BRsg) (Pérez et al., 2007).

1.2 Meristema apical de la yema.

1.2.1. El bloqu%o de los plasmodesmos durante la endodormancia.

El meristema apical (MA) de la yema produce el tejido meristematico que da lugar a los
6rganos aéreos de la planta. La organizacion celular basica del MA consta de células
indiferenciadas que en ciertos aspectos se parecen a las células troncales de los animales.
El ciclo de dormancia puede ser analizado en términos de los cambios en la
comunicacion célula - célula del MA (van der Schoot y Rinne, 1999), y la parte
simplésmica de esta red estd constituida por los plasmodesmos que interconectan todas
las células del MA (Fig. 2A). El espacio simplésmico provee de una ruta directa de

sefializacién célula - célula (Bergmans et al, 1993). Los plasmodesmos son las

conexiones intercelulares que permiten el transporte célula-célula de azicares,




aminodcidos, iones inorganicos, proteinas, y 4cidos nucleicos entre las células vegetales
(Lucas et al., 1993). A pesar de que todas las células del MA estdn interconectadas a
través de los plasmodesmos, no todas estdn en el mismo estado de desarrollo (Rinne y
van der Schoot, 1998). Durante el ciclo de dormancia el MA pasa a través de tres
estados secuenciales de comunicacién célula-célula: i) Online, estado proliferativo, con
células fisiologicamente activas y en divisién, con un continuo intercambio de materia e
informacién; ii) El estado Offline, de desconexién celular, donde la comunicacién esta
suspendida; iii) Estado Standby, una condicién de espera, donde las células estin

reconectadas, pero inactivas (Rinne et al,, 2001) (Fig. 2B).
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Figura 2. Comunicacién a través de plasmodesmos en células vegetales. A: Representacion de un plasmodesmo entre dos células
vegetales. B: Ciclo de dormancia en Abedul (Betula pubescens). El modelo muestra las alteraciones ciclicas inducidas

ambientalmente en la red de comunicacioén simplasmica del meristema apical.

Se ha demostrado que la restauracion de la organizacién simplasmica del meristema es

indispensable para la liberacién de la dormancia de yemas y para asumir un estado

competente de proliferacién (Rinne et al., 2001).




1.2.2. 1,3-B-Glucano sintasas, 1,3-B-Glucanasas y su papel en la dormancia de
yemas

La callosa es un polisacdrido de las plantas. Est4 compuesto de residuos de glucosa
unidos a través de enlaces beta 1,3 y se denomina Beta Glucano. Se encuentra en los
plasmodesmos, en las placas de células en division y durante el desarrollo del polen. Se
ha observado en plantulas de Abedul (Betula pubescens) que al ser sometidas a
fotoperiodos cortos, se forman esfinteres de glucano en los plasmodesmos de todas las
células del meristema apical (MA) de la yema, lo que implica un aislamiento
simplasmico. Aparentemente, la presencia de estos esfinteres estaria relacionada con el
estado de ED (Rinne er al, 2001). La enzima 1,3-B-Glucano sintasa (GS, también
conocida como callosa sintasa) es una proteina integral de membrana que sintetiza
glucanos a partir de UDP-glucosa entre la membrana plasmatica (MP) y la pared celular
(PC) y seria la responsable de este aislamiento simplasmico (Lucas ef al., 1993). Estas
enzimas son de importancia central en el normal desarrollo de la planta, ya que son
necesarias para la biosintesis de la pared celular. La GS es también responsable de la
sintesis de 1,3-B-glucanos en respuesta a heridas, estrés fisiolégico o infecciones (Stone
y Clarke, 1992).

Para que las yemas se liberen de la endodormancia, los esfinteres plasmodesmales deben
degradarse. Las enzimas 1,3-B-Glucanasas (BGLUs) catalizan el clivaje de las uniones
1,3-B-glucosidicas en 1,3-B-glucanos y son conocidas como proteinas PR (relacionadas
a patogénesis), pertenecientes a la familia PR-2 (van Loon, 1999). Aunque el mayor

interés en estas enzimas radica en su posible papel en la respuesta de plantas a



microorganismos patégenos y respuesta a heridas (Kombrink y Somssich, 1997;
Leubner-Metzger y Meins, 1999), existe fuerte evidencia que estas enzimas también
estan implicadas en diversos procesos fisioldgicos y del desarrollo en plantas no
infectadas, incluyendo divisién celular (Waterkeyn, 1967), embriogénesis y floracion
(Leubner-Metzger y Meins, 1999). Las glucanasas se han encontrado también durante .la
germinacién de arvejas (Pisum sativum; Petruzzelli et al., 1999), cebada (Hordeum
vulgare; Ballance et al., 1976), maiz (Zea mays; Cordero et al., 1994), y trigo (Triticum

aestivum; Caruso et al., 1999).

1.3. Dormancia en Vitis

Como la mayoria de las plantas perennes lefiosas, la vid crece y se desarrolla a través de
un ciclo continuo de dormancia y crecimiento (Pacey-Miller et al., 2003). En la vid,
cada hoja de un tallo en crecimiento presenta una yema axilar, la cual se desarrolla
durante el ver;mo, y se torna dormante al final de la temporada de crecimiento
(Mathiason et al., 2008), esto es, a fines de enero en el hemisferio sur. Son estas yemas
dormantes o latentes las responsables de reanudar el crecimiento de la planta a
comienzos de la primavera siguiente.

En Vitis, la regulacién ambiental tanto del cese del crecimiento como de la entrada en la
ED de la yema varia entre los genotipos. Algunos genotipos se vuelven dormantes en
respuesta a fotoperiodos decrecientes mientras que otros requieren de bajas
temperaturas, o ambos, para inducir la ED (Fannell y Hoover, 1991; Schnabel y

Wample, 1987). Estudios en Vitis riparia indican que la induccién de la ED de yemas

por fotoperiodos cortos es mediada por fitocromos y es heredable (Fannell ez al., 2004).



1.4. Requerimientos de frio en frutales.

1.4.1. Problemas de brotacién en frutales y la utilizacién de agentes promotores de
brotacion.

Se considera que el frio juega un papel dual durante el desarrollo de la dormancia. En
una primera etapa las bajas temperaturas contribuyen a profundizar la intensidad de la
dormancia. Una vez que se ha alcanzado la dormancia profunda o endodormancia (ED),
el frio contribuye a la salida de este estado. Asi, mientras mayor es la exposicion al frio,
menor es la profundidad de la dormancia de los tejidos, aumentando con esto su
capacidad de responder a condiciones estimulantes del crecimiento (Gil, 1997).

Uno de los desafios que la industria horticultural ha enfrentado por afios es la
produccién econémica de frutos templados (o relativamente de altos requerimientos de
frio) en climas calidos, debido a la falta de frio invernal suficiente para liberar las yemas
vegetativas y florales de la ED (Arora ef al., 2003). En regiones de inviernos célidos, el
mayor obstdculo para la produccién de frutos de clima templado, es producido por la
prolongacion excesiva del estado de ED (Shulman ef al., 1983), lo que aparentemente
tiene como consecuencia una brotacion retrasada y no uniforme (Nir y Lavee, 1993).
Actualmente, la salida de la ED debe ser inducida mediante la utilizacién de compuestos
rompedores de dormancia (y/o promotores de brotacién), para compensar la falta de frio
natural, y esta prictica es indispensable para la mantencién de una produccion
econémica sustentable en estas regiones (Erez, 1987). Los compuestos efectivos
disponibles actualmente son costosos y significan un riesgo de dafio a las yemas dado su

fitotoxicidad (Erez, 1987, Or et al, 1999). Asi, se hace necesario entender los
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mecanismos bioldgicos involucrados en la dormancia de yemas para la manipulacién de
su tiempo de brotacion.

La compleja red de procesos bioquimicos y celulares responsables de la regulacién y
ejecucion de la salida de dormancia dé yemas no ha sido caracterizada (Seeley, 1994).

El agente quimico conocido como cianamida hidrogenada (HC) es el compuesto
rompedor de dormancia més utilizado (Shulman et al., 1983; Or et al., 1999; Halaly et
al., 2008). Aunciue el mecanismo por el cual ejerce su efecto no estd claro atn. Aparte
de HC, sefiales de estrés como altas temperaturas (estrés térmico o “heat—shock”) y
anaerobiosis se han reportado como liberadores de dormancia de yemas (Lavee y May,
1997). Sin embargo, atin no es claro si estos estimulos externos gatillan una misma
cascada de eventos bioquimicos y celulares en estas yemas. El hecho de que una amplia
variedad de factores puedan romper el estado de dormancia, sugiere la existencia de vias
y componentes universales clave en el ciclo de dormancia (Lang, 1987). De este modo,
la identificacién de genes con similares patrones de expresidon posterior a las
aplicaciones de diferentes agentes liberadores de ~la dormancia puede constituir una
herramienta potente para la identificacion de vias que se activan durante la salida de la

dormancia (Halaly ef al., 2008).

1.5. Vias metabdlicas relacio.nadas con la salida de yemas de la ED.

1.5.1. Estrés y estado oxidativo de la yema.

La aplicacién de cianamida hidrogenada (HC) provee de un sistema controlado para el
andlisis de la salida de las yemas de vid de la ED, con una respuesta relativamente

uniforme de la poblacién de yemas, lo que permite la deteccién de cambios metabdlicos



tempranos luego de la aplicacién de este estimulo quimico (Or ef al, 1999, 2002).
Usando este sistema se ha demostrado previamente que la expresion y la actividad de
catalasa (CAT), una enzima que detoxifica HyO, en yemas de vid, es inhibida
inmediatamente después de la aplicacion de HC (Nir ef al,, 1986; Or et al,, 2002), y pdr
tanto, los niveles de H,O, aumentan en los tejidos de las yemas (Pérez y Lira, 2005;
Pérez et al., 2008). Basado en ello, se ha especulado que la aplicacién de HC lleva al
desarrollo de estrés oxidativo, y se ha considerado como un factor que promueve la

salida de la ED de yemas.

1.5.2. Activaciéon de vias antioxidativas, ciclo ascorbato-glutatiéon y via de las
pentosas fosfato.

Tohbe et al. (1998a, 1998b) demostraron que la aplicacién de glutatién reducido (GSH)
producia la salida de ED en yemas de vid, mientras que la aplicacion de glutation
oxidado (GSSG) inhibia la brotacion de estas yemas. A partir de estos resultados se
infiri6 que la brotacion debe estar bajo el control de la relacién GSH/GSSG en el tejido
de la yema. Existen antecedentes que sefialan que altas concentraciones de GSSG
inhiben la sintesis de proteinas, por ello es necesario que el pool de glutatién reducido
(GSH) se regenere para asi poder sustentar un metabolismo normal durante el periodo de
desarrollo y crecimiento (Kranner y Lutzoni, 1999). La reacciéon de reduccién del
glutatién oxidado a reducido es catalizada por la enzima glutation reductasa (GR). En
plantas, el glutation forma parte de un sistema de detoxificacién de H,O,, conocido
como el ciclo ascorbato-glutation (CAG) (Fig. 3). La reaccion peroxidasa inicial de este

sistema utiliza ascorbato (ASC) como antioxidante y produce dehidroascorbato (DHA)
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por accién de la enzima ascorbato peroxidasa (APX). El ascorbato es entonces
regenerado en unma reaccién dependiente de GSH, catalizado por la enzima
dehidroascorbato reductasa (DHAR). En esta tiltima reaccion se produce GSSG, que es
finalmente reducido a GSH en una reaccion que involucra a GR y NADPH. (Dalton ef

al., 1986).

Hy 05 ASC GSSG NADPH + H’

2H,0 DHA 2GSH NADP®

Figura 3. Ciclo ascorbate-glutatién (CAG). Via de 6xido-reduccion involucrada en la detoxificacién de perxido de hidrogeno
(H,0,). Enzimas: a, ascorbato peroxidasa (APX); b, deshidroascorbato reductasa (DHARY); c, glutatién reductasa (GR).

La formaciéon de GSH a partir de su forma oxidada es dependiente de NADPH
producido por la via de las pentosas fosfato (VPF), y por tanto, esta via puede activarse
en respuesta a una disrpinucién de GSH (Clancy et al.,, 1994). La enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la primera enzima de la VPF y utiliza glucosa-6-
fosfato (G6P) para convertirla en 6-fosfogluconolactona, y durante ese proceso se genera
una molécula de NADPH a partir de NADP™. Se ha sugerido que la actividad de esta
enzima estarfa regulada a nivel transcripcional, ya sea por los niveles de H,O; o de
azicares metabolizables dependiendo de la especie y del tejido en cuestion (Hauschild y
von Schaewen, 2003).

Por otra parte, se ha propuesto recientemente que la liberacién de las yemas desde la ED
involucra perturbaciones en la respiracién mitocondrial de las yemas (Pérez et al., 2008).
En el presente trabajo se utilizé6 un inhibidor de la respiracién mitocondrial, azida de

sodio (NaN3), con el objeto de estudiar su efecto sobre la salida de las yemas de la ED y
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comparar su efecto a nivel molecular con los efectos de HC, el conocido agente
rompedor de la dormancia en yemas. Los resultados mostraron que NaNj indujo de
forma similar que HC la brotacion de las yemas de vid. Ambos compuestos estimularon
las vias CAG y VPF favoreciendo la relacion GSH/GSSG y promovieron la
transcripcion de genes que codifican para 1,3-B-glucanasas, enzima clave en la salida de

las yemas de la ED. Adicionalmente, se estudi6 el efecto del frio y del H,O; sobre

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




1I. HIPOTESIS

“Si el efecto de los agentes quimicos rompedores de dormancia es mediado por H;O,, y
a su vez, sustituyen el efecto del frio en la induccién de 1a brotacion de yemas de vid,
entonces, el H,0;, el frio y los agentes quimicos debieran activar las mismas vias

metabdlicas en las yemas de vid.”

I11. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el frio, y el per6xido de hidrégeno estimulan las mismas vias metabélicas

que los agentes rompedores de dormancia.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Disefio de partidores especificos para genes de 1,3-B-Glucanasas de clase I, Glutatién

reductasa y Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa.

-Evaluacion del efecto de agentes rompedores de dormancia sobre la brotacion de yemas

endodormantes de vid, y seguimiento de perfiles de expresion de genes de interés.

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

peroxido de hidrogeno.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal.
Las yemas de Vid (Vitis vinifera L) cv. Thompson Seedless, se colectaron en Santiago,
desde la estacién experimental La Platina, del Instituto Nacional de Imvestigacion

Agropecuaria (INIA). Las varas de 8-10 yemas fueron colectadas a principio de Junio.

5.2. Induccién quimica de salida de dormancia.

Los tratamientos promotores de la brotacion se aplicaron a comienzos de Junio, cuando
las yemas se encuentran todavia en etapa endodormante, de acuerdo con las curvas de
dormancia determinadas previamente (Pérez et al., 2007). Las cafias que contienen 8-10
yemas fueron cortadas en esquejes o estacas de una sola yema y separadas en tres grupos
de 30 yemas cada uno. El primer grupo fue pintado con una solucién de 5% (v/v) de
Dormex (SKW, Trotsberg, Germany; 49 % v/v HC), el segundo grupo fue pintado con
una solucion 2% (p/v) de azida de sodio (NaN3) (Sigma, USA), y el tercer grupo se
pintd con agua destilada como control. Después de los tratamientos, los esquejes fueron
montados en una plancha de polipropileno y se dejaron flotando en agua dentro de
contenedores plasticos. Las bandejas plasticas se transfirieron a una camara de
crecimiento, sometidas a condiciones forzadas de crecimiento, esto es a 23 + 2°C bajo
14 h de luz 350 pmol m”s™. El porcentaje de brotacion fue utilizado para evaluar el

efecto de los tratamientos en la salida de dormancia.
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5.3. Tratamientos con peréxido de hidrégeno e inhibidores de actividad catalasa,
aminotriazol (AMT) y 4acido salicilico (SA).

Los tratamientos promotores de la brotacién se aplicaron a comienzos de Junio. El
primer grupo fue pintado con una solucién de 5% (v/v) de Dormex (SKW, Trotsberg,
Germany; 49% v/v HC), el segundo grupo fue pintado con una solucién 1% (v/v) de
perdxido de hidrégeno (H205), €l tercer grupo fue pintado con una solucién 1% (v/v) de
peréxido de hidrogeno y 2% (p/v) de 3-amino-1,2,4-triazol (H;O02+AMT), el cuarto
grupo fue pintado con una solucién 1% (v/v) de peréxido de i]idrégeno y 2% (p/v) de
4cido salicilico (H,0,+SA) y el quinto grupo se pintd con agua destilada como control.
Después de los tratamientos, los esquejes fueron montados en una plancha de
polipropileno y se dejaron flotando en agua dentro de contenedores plasticos. Las
bandejas plasticas se transfirieron a una cdmara de crecimiento, sometidas a condiciones
forzadas de crecimiento (FC), esto es a 23 + 2°C bajo 14 h de luz 350 pmol m?s. El
porcentaje de brotacién fue utilizado para evaluar el efecto de los tratamientos en la

salida de dormancia.

5.4. Extraccion y purificacion de RNA.

El RNA total fue extraido de yemas de vid de acuerdo al protocolo descrito por Noriega
et al. (2007) para los distintos tratamientos (HC, NaNs, H,0,, Control) en los dias 2, 8 y
14 post-tratamiento bajo FC. La seleccién de esos dias se hizo en base al conocimiento
previo de que el efecto de HC sobre las yemas ED de vid provoca el inicio de la
brotacién luego de alrededor de 2 semanas de aplicado el tratamiento. Asi los dias 2, 8 y

14 reflejarian los cambios que se producen ya sea luego de aplicado el tratamiento, a la
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mitad del tiempo de inicio de la brotacién y cercanos al momento del inicio de la
brotacién, respectivamente. Aproximadamente, 0.5 g de muestra se congelan con
nitrégeno liquido y se muelen en un mortero hasta que se transforme en un polvo fino y
luego, es mezclado en un tubo que contiene buffer CTAB (2% p/v CTAB, 2% p/v PVP,
0.1 M Tris (pH 8.0), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, agua DEPC) y 2% (v/v) B-
mercaptoetanol. La mezcla se agita vigorosamente mediante el uso de un vortex y ée
mantiene en un bafio termorregulado a 65°C durante 30 minutos, con agitaciones cada
10 minutos. Posteriormente, la mezcla se vierte en un tubo pléastico con lana de vidrio,
contenido dentro de un tubo Corex de 30 mL, para ser filtrado. El tubo se centrifuga a
400g durante 10 minutos a 4°C. El filtrado es traspasado a otro tubo Corex de 30 mL y
es lavado 2 veces con 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), la fase
acuosa se separa mediante la centrifugacion del tubo a 2000g por 20 minutos.
Finalmente, la fase acuosa recuperada se mezcla con 2 - 2.5 voltmenes de etanol 100%
(v/v) para la precipitacion del RNA durante la noche a -20°C. El RNA precipitado es
recuperado mediante la centrifugacion del tubo a 2000g por 20 minutos a 4°C. Luego de
centrifugar, se descarta el sobrenadante, y el pellet se lava suavemente con 1 mL de
etanol 70% (v/v), y luego se deja secar bajo campana durante 20 - 30 minutos.
Finalmente, el precipitado se resuspende en 500 pL de H,O DEPC. Es habitual
encontrar contaminacién con DNA en este procedimiento, asi que con el fin de

prevenirla, se hace necesario tratar los extractos'de RNA con 5 U de DNAsa (10 U/UL,
Winkler) por cada 1 pg de RNA, a 36°C durante 30 minutos, y 2 minutos a 85°C para

desactivar la DNAsa, y evitar posibles problemas posteriores en los PCR. La
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contaminacion con DNA en las preparaciones de RNA se cheque6 mediante PCR (35
ciclos: 30 segundos a 94°C de denaturacion, 30 segundos a 55°C para el apareamiento
de los partidores y 45 ségundos a 72°C de extension), usando partidores del gen de
actina para V. vinifera (cédigo de acceso: AY680701). Los extractos luego de ser
tratados con DNAsa son sometidos a una purificaciéon que consiste en mezclar el RNA
con 1 volumen de Nal 6 M, 0.5 volumenes de etanol 100% (v/v) y 15 - 25 pL de silica
en Nal 3 M (100 mg/mL). La mezcla se agita cada 2 minutos, hasta completar un tiempo
de 10 minutos, a temperatura ambiente. Se centrifuga la mezcla durante 1 minuto a
13000g. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet (silica que contiene el RNA
extraido) se lava con 0.5 mL de buffer de lavado (10 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 2.5
mM EDTA, 50% v/v Etanol). Después de centrifugar 1 minuto, se descarta el
sobrenadante y se repite el lavado 2 veces mas. Luego de la tltima centrifugacién, el
sobrenadante se descarta y el pellet se deja secar bajo campana durante 30 minutos. El
RNA adherido a la silica se separa mediante la resuspensioén del pellet con 50 — 100 pL
de H,O DEPC. La muestra se centrifuga durante 2 minutos y el sobrenadante que
contiene el RNA se recupera, y se guarda a -80°C hasta ser utilizado para experimentos

posteriores.

5.5. Cuantificacion de RNA.

La cuantificacién del RNA extraido se llevd a cabo espectrofotométricamente, a una

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

La mezcla de reaccién contiene 5 pg de RNA, 1 uL Oligo (dT)i2.18 0.50 pg/pL, 1 pL
dNTP Mix 10 mM, y H,O DEPC hasta completar un volumen total de 14 pL, la mezcla

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

mezcla se le agregan 4 pl de Buffer 5X (250 mM Tris-HC1 pH 8.3, 375 mM KCI, 15

mM MgCl,), 1 pL DTT 0.1My 1 pL SuperScriptTM III RT (200 U/uL Invitrogen USA).

Las condiciones de incubacioén para la sintesis de cDNA fueron 30 minutos a 50°C y

luego 15 minutos a 70° C para la inactivacién de la reaccién.

5.7. Reacciones de PCR.

Cada reacci6n de PCR se realiz6 en un volumen final de 12.5 pL. La mezcla de reaccién
contiene 1 pL de cDNA. Luego se agregan 0.25 pL de cada partidor (preparado a una
concentracién de 10 uM), 0.1 pL Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/pL Invitrogen
USA), 0.25 pL de dNTP Mix 10 mM, 0.3 pL MgCl; 50 mM, 1.25 pL de 10X PCR
Buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4 y 500 mM KCl) y 9.1 pL de H,O DEPC. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador (Thermocycler MJ Research
(PTC-150)). El programa de PCR consiste en 35 ciclos (30 segundos a 94°C de
denaturacion, 30 segundos a 55°C para el apareamiento de los partidores y 45 segundos
a 72°C de extension). La extension final fue a 72°C por 10 minutos. Los productos de

PCR se separaron en un gel de agarosa 1.5% (p/v) y corrido en buffer TAE 1X (0.038
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M Tris, 1 mM EDTA, 1.1 % (v/v) 4cido acético glacial) a 75 Volts y visualizado por

tinci6én con bromuro de etidio (1 pL, 10 mg/mL).

5.8. Diseifio de partidores.

Los partidores especificos se disefiaron usando el software Primer3 (Rozen y Skaletsky,
2000). Se disefiaron partidores especificos para las secuencias nucleotidicas de glutation
reductasa (VVGR) y 1,3-B-glucanasas (VVBGLUs) basados en la informaci6n de la base
de datos de NCBI (hittp://www.ncbi.nlm.nih.gov), y en el caso del disefio de partidores
para la secuencia nucleotidica de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (VvG6PDH) de V.
vinifera, se basé en la informacién perteneciente a la base de datos de EST CAES
genomics facility de la Universidad de California (http:/cfg.ucdavis.edu).
Posteriormente, la informacién fue corroborada en la base de datos gendmica de Vitis
GENOSCOPE (http://www.genoscope.cns.fr/vitis) (Tabla 1 y 2). En todos los casos la
existencia de la protefna correspondiente se supone en base a la evidencia a nivel de

transcrito.

Tabla 1. Cédigos de secuencias de 1,3-B-glucanasas, Glutation reductasa y Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las diferentes
bases de datos.

Gen Abreviatura NCBI GENOSCOPE
Glutation reductasa VvGR AF019907 GSVIVI00023848001
1,3-B-glucanasa VvBGLU78 AJ277900 GSVIVT00025341001
1,3-B-glucanasa VvBGLU22 AF239617 GSVIVT00033125001

Gen Abreviatura Genomics Facility GENOSCOPE
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa VWwG6PDH CTGI1030637 GSVIVI00020574001




Tabla 2. Partidores disefiados para las secuencias de 1,3-B-glucanasas, Glutatién reductasa y Glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa.
Nombre Partidor Secuencia Partidor 5°> 3’ Tamario Amplificado
VvBGLU78 Fw GGTTGGAAATGAAGTAAGCCC | 567 pares de bases
VvBGLU78 Rv CACGTAAGTICTCGATAGGCC
Nombre Partidor Secuencia Partidor 5°> 3’ Tamaiio Amplificado
VvBGLU22 Fw GTATGCTATGGAATGCTAGGC | 735 pares de bases
VvBGLU22 Ry CCCGGCAGACGGCCAGC
Nombre Partidor Secuencig Partidor 5’2 3’ Tamaiio Amplificado
VvG6PDH _Fw CGCCAGGGATTCTTACACTC 559 pares de bases
VWG6PDH Ry CAATGTTGTCACGGTTCCAG
Nombre Partidor Secuencia Partidor 5’3 3’ Tamario Amplificado
VWGR _Fw GTTTTGCAGTTCGAGCAGAG 454 pares de bases
VvGR_Rv TTTCCATCCACGTCAACTGT

5.9. Estimacion del nivel de transcritos.

La abundancia de los transcritos se determiné usando el software de analisis MCID
(InterFocus Imaging Ltda., UK) y los valores se estandarizaron con la expresion del gen

de actina de V. vinifera (co6digo de acceso: AY680701).

5.10. Secuenciacion.

Para el andlisis de secuencias los DNAs amplificados mediante PCR fueron purificados
usando Montage PCR Filtér Units (Millipore, Amicon USA). Las reacciones de
secuenciacién se llevaron a cabo con 2 pL. de DYENAMIC ET Terminator cycle kit
(Amersham Bioscience) y 5 pmol de partidor en un volumen de reaccién de 10 pL. Los
fragmentos para secuenciar se separaron y analizaron con un secuenciador de 4 capilares
ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) perteneciente al
Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, a cargo

del profesor Victor Cifuentes.
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El kit de secuenciamiento requiere del DNA templado, que en este caso corresponde a
los fragmentos de PCR amplificados utilizando los distintos partidores disefiados para
los experimentos (Tabla 2). La reaccién de PCR se lleva a cabo con solo uno de los
partidores especificos en un termociclador. El producto es una hebra de DNA simple en
la cual el nucleétido terminal estd marcado con una sonda fluorescente. Como s6lo un
partidor es utilizado, sélo una hebra es copiada durante la secuenciacién. Por ello la
reaccién se repite utilizando el otro partidor, para asi obtener la secuencia de la hebra

complementaria.

5.11. Medicién de glutatiéon.

El ensayo de glutatién se realizd mediante el sistema de reciclado de glutation por
DTNB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) y glutatién reductasa (GR) (Fig. 4), con
pequefias modificaciones del método descrito por Smith (1985). Aproximadamente, 0.2
g de yemas de vid se molieron en nitrégeno liquido, usando mortero y pistilo, y luego se
homogenizaron en 1 mL 5% (p/v) de é4cido sulfosalicilico (SSA:). Se agregdé 1 mL
adicional de SSA al homogenizado y se centrifug6 durante 10 minutos a 13000g. Para el
ensayo de glutatién total (GSH + GSSG), 100 pL del sobrenadante se neutralizaron con
150 pL de buffer fosfato de potasio 0.5 M pH 7.5. Para el ensayo de GSSG, otros 100
uL de sobrenadante se neutralizaron con 150 pL de buffer fosfato 0.5 M pH 7.5y 20 uL.
de 2-vinilpiridin, la mezcla se agit6 vigorosamente hasta emulsién y fue incubado por 1
h a temperatura ambiente. La funcién del compuesto 2-vinilpiridin es la de atrapar el
glutatién reducido. Ambos tubos se extrajeron dos veces con 0.5 mL dietileter y Ia fase

acuosa se diluy6 4 veces en solucién buffer (0.1 M fosfato de sodio, 5 mM EDTA, pH
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7.5). La mezcla de incubacion estandar contiene 0.5 mL de solucién buffer, 0.2 mL de
DTNB 6 mM y 0.1 mL del extracto diluido. La reaccién se inici6 mediante la adicién de
0.1 mL (1 U) de glutation reductasa (GR) de levadura tipo III (Sigma Chemical Co.) y
0.1 mL de NADPH 2 mM. Los cambios en la absorbancia a 405 nm fueron seguidos a
temperatura ambiente por 2 minutos y se determind la pendiente para cada curva. Para
cada muestra se determiné el glutation total 0 GSSG mediante su respectiva pendiente

usando una curva estindar de pendientes versus concentracion inicial de glutatién.
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Figura 4. Esquema del principio del sistema de reciclamiento de glutation por DTNB y GR para la determinacién de
glutatién, En este esquema se ve que DTNB reacciona con el glutation reducido, generando un producto de color amarillo, el 4cido
2-nitro-5-tiobenzoico. El GSH se produce 2 partir del glutatién oxidado GSSG por accion de la enzima glutatién reductasa (GR). La
concentracién de GSH en la muestra puede ser determinada midiendo la absorbancia a 405nm. La reaccion colorimétrica es estable y
la intensidad del color aumenta linealmente. La velocidad de la reaccién de generacién de color amarillo es dependiente de la
concentracion inicial de GSH, lo que le confiere una pendiente caracteristica.




VI. RESULTADOS

6.1. Efecto de HC y NaN; sobre la brotacion de yemas de vid.

Se estudio 1a brotacién de yemas de vid bajo condiciones de brotacion forzada en estacas
de una yema colectadas a principio de Junio en ¢l valle del Maipo, dado que en esa fecha
las yemas estin endodormantes de acuerdo a la curva de profundidad de dormancia
determinada previamente (Pérez et al., 2007). Tres grupos de 30 yemas cada uno fueron
analizados, un primer grupo fue tratado con cianamida hidrogenada (HC) (2.5 % p/v), un
segundo grupo fue tratado con azida de sodio (NaN3) (2% p/v), y al tercer grupo se le
aplicd agua, siendo este ultimo grupo el control. La aplicacién de los tratamientos de
HC y NaNj a las estacas adelant6 la brotaciéon de las yemas en comparacién con el
tratamiento control (Fig. 5). La brotacién de yemas tratadas con HC y NaN; comenzd
luego de 13 dias en la camara de crecimiento bajo condiciones forzadas y la brotacion
completa fue alcanzada después de 21 dias en las yemas tratadas con NaNj3. La brotacion
de las yemas tratadas con HC fue inicialmente mdas rdpida que aquéllas tratadas con
NaN;, pero posteriormente la velocidad de brotacion de las yemas tratadas con NaNj3
superé a aquéllas tratadas con HC. En el caso de las yemas control, la brotacion

comenzo el dia 20.
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Figura 5. Efecto de los tratamientos con cianamida hidrogenada (HC) y azida de sodio (NaNs) sobre la brotacién de yemas
endodormantes de vid colectadas el 11 de Junio del 2007. HC se aplic6 al 2.5% (p/v), NaN; fue aplicado al 2% (p/v), y como
control se aplicé agua destilada. Luego de los tratamientos, las yemas se colocaron en una cimara de crecimiento bajo condiciones
forzadas. Cada grupo const6 de 30 yemas ED. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.2. HO; presenta un efecto marginal sobre la brotacjén de yemas de vid.

Debido a que la aplicaciéon de HC produce un aumento en los niveles de H,O, en los
tejidos de yemas de vid (Pérez et al., 2008) se analizé si el efecto liberador de la
“dormancia que ejerce la HC estd o no mediado por H,O,. Para este fin se evalud el
efecto de H,O; solo y en combinacién con dos inhibidores de la actividad catalasa, ciue
son aminotriazol (AMT; Allen y Whatley, 1978; Pérez et al., 2008) y 4cido salicilico

(SA; Dat et al,, 1998; Perez y Lira, 2005), sobre la brotacién de yemas de vid.

La respuesta de brotacion de las yemas se midié como porcentaje de brotacién a
distintos tiempos después de los tratamientos. En la figura 6 se puede apreciar que la

aplicacion de HC produjo los mejores resultados adelantando el inicio de la brotacién de

las yemas en aproximadamente 10 dias con respecto al tratamiento control. Por otra
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parte, las aplicaciones de H,O, adelantaron sélo levemente la brotacion de las yemas en
relacidn al tratamiento control. En €l caso de la combinacion H,O, + SA y HyO, +
AMT, el resultado no mejoré significativamente, observéndose ademds un efecto
fitot6xico en las hojas en el tratamiento con H,O, + AMT. En este experimento, el inicio
de la brotacién se ve retrasada en comparacion con el experimento de la figura 5. El
grupo de yemas tratadas con HC se retras6é 7 dias, y el grupo control en 10. Estos
resultados indicarian qué las yemas ED de vid a inicios de Junio del 2008 se encuentran
mds profundamente dormantes que aquellas colectadas en Junio del 2007. Sin embargo,
en ambos experimentos, para el caso de las ‘yemas tratadas con HC, se alcanzd

aproximadamente el 80% de brotacién luego de 8 dias de iniciada la brotacion (Fig. 5 y

Fig. 6).
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Figura 6. Efecto del peréxido de hidrégeno (H;0:) sélo y en combinacién con inhibidores de actividad catalasa (aminotriazol:
AMT; 4cido salicilico: SA) sobre la brotacién de yemas ED de vid colectadas el 9 de Junio del 2008. El perdxido de hidrégeno
se aplico al 1% (v/v) en todos los casos. E1 AMT y SA se aplicaron al 2% (p/v) cada uno. Luego de los tratamientos las yemas fueron
colocadas en una camara de crecimiento bajo condiciones forzadas (23°C, régimen de 14/10 horas luz/oscuridad). Cada grupo consta
de 30 yemas. Un grupo de yemas fue pintado con HC al 2.5 % (p/v) y otro grupo con agua destilada como controles. La brotacién se
sigui6 durante 7 semanas y se evalu6 como porcentaje de brotacion en distintos tiempos. Cada grupo consté de 30 yemas ED. Los
resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).
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6.3. Analisis bioinformaitico de genes de B-1,3-glucanasas en V. vinifera.

Utilizando como palabra clave (keyword) “glucanase” en la base de datos de EST para
V. vinifera de la Universidad de California “genomics  facility”
(hitp://cgfucdavis.edu/home/) se identificaron 19 secuencias para 1,3- B-glucanasas, de
las cuales 9 eran CONTIG y 10 SINGLETON. Utilizando la base de datos genémica de
V. vinifera GENOSCOPE (http://www.genoscope.cns.fr/) y la herramienta “Blat-
Search” (Kent, 2002) se identificaron 9 loci correspondiente a cada uno de los CONTIG
de la base de datos de EST, ademas se identificaron 5 loci utilizando las 10 secuencias
SINGLETON, lo que da un total de 14 genes putativos de 1,3-f-glucanasas en el
genoma de V. vinifera (Tabla 3). En el caso del analisis de B-1,3-glucanasas bésicas de
V. vinifera en la base de datos NCBI (http://b.ncbi.nlm.nih.gov/) arrojé 8 secuencias las

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

Tabla 3. Secuencias de 1,3- B-glucanasas de V. vinifera en las distintas bases de datos.

GENOSCOPE Genomics Facility NCBI
GSVIVT00025340001 CTG1028534; U68144 AJ245614.1; U68144.1
GSVIVT00036393001 CTG1029513
GSVIVT00033125001 CTG1030057; U73709 DQ267748.1; AF239617.2; U73709.1
GSVIVT00025341001 CTG1032552 AJ277900.1; AF053750.1
GSVIVT00025337001 CTG1032910; BQ795670
GSVIVT00025946001 CTG1034282
GSVIVT00014622001 CTG1034673
GSVIVT00022223001 CTG1037265
GSVIVT00032980001 CTG1037401; BQ795788; CF413631
GSVIVT00025345001 CB006476
GSVIVT00018906001 CB982916
GSVIVT00019372001 CF207478
GSVIVT0002726%001 CF607477
GSVIVT00025346001 EU676806.1
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6.4. Aislamiento e identificacion de dos transcriptos de 1,3-B-glucanasas basicas
VvBGLU78 y VvBGLU22 en vid cv. Thompson Seedless.

En la base de datos de NCBI se encontraron 8 secuencias de 1,3-f-glucanasas bésicas de
V. vinifera (Tabla 3), de esas 8 secuencias se escogieron 2 (cddigo de acceso
AF239617.2 y cédigo de acceso AJ277900.1) dado que eran secuencias completas de
mRNA. Utilizando el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000) se disefiaron
partidores especificos (Tabla 2). El amplificado de PCR obtenido usando los partidores
especificos disefiados a partir de la secuencia AJ277900.1 se secuenci6 (ver materiales y
métodos) y se le denominé VvBGLU?78. El andlisis Blastx de VVBGLU78 contra la base
de datos NCBI mostrd una identidad del 96% con 1,3-B-glucanasa de Vitis riparia
(codigo de acceso ACD45060.1), una identidad del 96% con 1,3-B-glucanasa de Vitis cv.
hibrido (cédigo de acceso BAF95876.1), una identidad del 96% con una proteina sin
nombre de V. vinifera (c6digo de acceso CA023359.1), una identidad del 94% con una
proteina sin nombre de V. vinifera (co6digo de acceso CAO23363.1) y una identidad del
94% con 1,3-B-glucanasa V. vinifera (cédigo de acceso CAB91554.1) (Fig. 7). Por otra
parte, el anélisis Blat-Search (Blast-like alignment tool) (Kent, 2002), en GENOSCOPE,
mostré que VVBGLU78 comparte un 98.6% de identidad con un Jocus ubicado en el
cromosoma 8 (GSVIVT00025341001), que contiene 2 exones y un intrén. La secuencia
no est4 anotada como 1,3-B-glucanasa. Sin embargo, a partir del anélisis de la secuencia

aminoacidica deducida se predice que la proteina participa del metabolismo de

carbohidratos.
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Figura 7. Andlisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR para VYBGLU78 (Blastx en base
de datos de NCBI). VVBGLUT78 presenta una identidad del 96% con la enzima 1,3-B-glucanasa de V. riparia ACD45060, 96% con
1,3-B-glucanasa V. hybrid cultivar BAF95876, 96% con proteina sin nombre de V. vinifera CAO23359, 94% con protefna sin nombre
de V. vinifera CAO23363, v una identidad del 94% con 1,3--glucanasa V. vinifera CAB91554. La conservacién de aminodcidos se
encuentra sombreada, en negro aquellas secuencias que comparten > 60% de identidad y en gris aquellos amino4cidos con que
comparten propiedades similares de su cadena lateral R.

A partir de la secuencia AF239617 de V. vinifera para 1,3-B-glucanasas bésicas de la
base de datos NCBI se disefié un par de partidores especificos (Tabla 2). El amplificado
PCR obtenido con dichos partidores se le denomind VvBGLU?22 y fue secuenciado (ver

materiales y métodos). El andlisis de Blastx en NCBI dio como resultado que
VvBGLU22 presenta una identidad del 99% con 1,3-B-glucanasa V. vinifera (cédigo de
acceso AAF44667.2), un 98% de identidad con 1,3-B-glucanasa de clase I de V. vinifera
(cédigo de acceso ABB82365.1), un 78% de identidad con 1,3-B-glucanasa de Hevea
brasiliensis (c6digo de acceso ABN09655.1), una identidad del 78% con dos secuencias
de 1,3-B-glucanasa de Hevea brasiliensis (drbol de caucho) (cédigo de acceso

ABJ74161.1 y codigo de acceso AAP87281.1) (Fig. 8). Al mismo tiempo, se realiz6é un
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Blat-Search en la base de datos de GENOSCOPE que muestra que VvBGLU22

comparte un 99.7% de identidad con un Jocus ubicado en el cromosoma 5 de V. vinifera

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

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

aminoacidica deducida se predice que la proteina participa del metabolismo de

carbohidratos.

FYBGLU22

ARF44667 V.vinifera
ABBBZSGS V.v:.n:.fera
AENGS635- H.Bi ien
‘ABJ7416% E-brasxlzens:.s
AAPRT28L E H.brasiTiensis

VBGLU22

EAP24667 V.vinifera
ABB8Z365 V.vinifera
ABNQSGSS H. bras:.l:.ens:.s
ABJFAIEL H. bras:.l:.ens:r.s
15&1?57%31 H.brasiliensis

YVBGI;UZZ

AAF‘@GG? '}T-vlmfera.
33382365 v-vm:.fera
AENGYESS H.

ABJ74161 H.b: : :
BAP8T28Y ‘H.b;a,siliénsis

VvBGLUZ22
AAﬁé’%EG? Y.vinifera
ABBB2365 V.vinifera
ABNO 9655 H.brasiliensis
3BITEIGL B biasiliens:
ZAPE728Y B.bra

k)

45 BN Lo cHAn T S Y CIEINT B

45 R TDENSAN SNIPLATLGVENS DL : .sw*r&:@\nm ;

60 RMR TYDEN[ART. , : NS : B T R

24 ARMR T YDENIE R

60 ARMR T DENER

51 : EVLE AR 25 AGT-ODERIRY S TATDL TG

105 FVLOAMRNIENAY 70Dk FVSTAID.;TI%GN ‘T6E
105 3 :PEMRNIGH LODEYRYS TRIDLTLEGN Rl
p3- I RY T AT G : FVLRAMEN -sne-hqnzrvsm.un*nlﬂs\i By
&3 T RYTAY GNENS PVNGG TRGMA QF VLD AN 'S.ﬂGLQD"HSTﬂIDLTIEéGN
13 FRYIAVGNEHS DYNGG TEYAA OF V.0 AMEN, S AGLODEIEYS TAIDLIIYGN
TEL : 170
165 PEeGar Y I.DD p! YG‘]P%DISL:‘KBLTT@S_‘; 224
165 PEIDISLPYALETINSY k]
179 S¥ DISLPYAL. 238
143 202
178 238
171 §

225 SLEVVESESGHESAG T IDNEE

225 SLEVVSESGWRSAGEF ST KON

a7 0 G ORG Y RN D AT DA LY S AT, A6 S LRV V S ES G SAGE 258
PLk vV D GORGY ENLED L DA T Y SATISRASG) "LEV"E.:ESGVVP‘:AGH AR 262
PRI VWD GORGY KNG F DAL A LY SATIMRAREGIE STEV ViISESGWESAGH 288

Figura 8. Anilisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificade de PCR para VvBGLU22 (Blastx en base
de datos de NCBI). VVBGLU22 presenta una identidad del 99% con 1,3-B-glucanasa de V.vinifera AAF44667, 98% con 1,3-B-
glucanasa de V.vinifera ABB82365, 78% con 1,3-B-glucanasa de H. brasiliensis ABN09655, 78% con 1,3-B-glucanasa de H.
brasiliensis ABJ74161, y un 78% de identidad con 1,3-B-glucanasa de H. brasiliensis AAP87281. La conservacién de aminoécidos se
encuentra sombreada, en negro aquellas secuencias que comparten > 60% de identidad y en gris aquellos aminodcidos con que
comparten propiedades similares de su cadena lateral R.



29

6.5. Basqueda de secuencias para glutatiéon reductasa (GR) y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) en V. vinifera. Disefio de partidores, secuenciacién y
confirmacién de identidad de fragmentos amplificados de PCR.

Se buscod en la base de datos de NCBI por glutation reductasa de V. vinifera y se
encontrd sélo la secuencia AF019907, la cual fue utilizada para el disefio de partidores
(Tabla 2). El amplificado de PCR obtenido con dichos partidores fue secuenciado (ver
materiales y métodos) y se le denominé VvGR. El resultado del Blastx en la base de
datos de NCBI dio como resultado un 100% de identidad con la secuencia de GR de
V.vinifera (c6digo de acceso AAB70837), una identidad del 88% con GR de Zinnia
elegans (codigo de acceso BAD27394), una identidad del 85% con GR de Pisum
sativum (codigo de acceso CAA62482), una identidad del 83% con GR de Glycine max
(codigo de acceso AAF26175), y una identidad del 82% con GR de Vigna unguiculata
(c6digo de acceso ABB89041) (Fig. 9). El resultado del Blat-Search en la base de datos
de GENOSCOPE arroj6 que VvGR comparte un 99.2% de identidad con un locus
ubicado en el cromosoma 7 (GSVIVT00023848001), que consta de 9 exones y 8
intrones, y cuya funcién molecular predicha es la de tener una actividad glutation

disulfuro reductasa.
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Figura 9. Anilisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR para VvGR (Blastx en base de
datos de NCBI). VvGR presenta una identidad del 100% con GR de V.vinifera AAB70837, 88% con GR de Z. elegans BAD27394,
85% con GR de P. sativum CAA62482, 83% con GR de G. max AAF26175 y un 82% de identidad con GR de V. unguiculata
ABB89041. La conservacion de aminodcidos se encuentra sombreada, en negro aquellas secuencias que comparten > 60% de
identidad y en gris aquellos amino4cidos con que comparten propiedades similares de su cadena lateral R.

En el caso de la bisqueda de una secuencia para la enzima glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa de V.vinifera, ésta no se encontr6 en la base de datos de NCBI, por lo

tanto se busco en la base de datos EST para V. vinifera de la Universidad de California

(http://cgf.ucdavis.edu). Ahi se encontré sélo una secuencia, el CONTIG CTG1030637.

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

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

partidores se le denominé VvG6PDH y se secuencié (ver materiales y métodos). El

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

secuencia sin nombre de V. vinifera (cddigo de acceso CAO14620), una identidad del

78% con G6PDH de Medicago sativa (cbdigo de acceso AAB41552), una identidad del

83% con G6PDH de Arabidopsis thaliana (cédigo de acceso CAB52675), una identidad

del 79% con G6PDH de Actinidia chinensis (c6digo de acceso ABR45722), y una
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identidad del 86% con G6PDH de Nicotiana tabacum (co6digo de acceso CAA04993)
(Fig. 10). El Blat-Search contra la base de datos de GENOSCOPE dio un 99.8% de
identidad con un Jocus ubicado en el cromosoma 14 (GSVIVT00020574001), que consta
de 15 exones y 14 intrones, y cuya funcién molecular predicha corresponderia a tener

una actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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Figura 10. Anlisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR para VvG6PDH (Blastx en base
de dates de NCBI). VvG6PDH presenta una identidad del 100% con una proteina sin nombre de V.vinifera CAO14620, 78% de
identidad con G6PDH de M. sativa AAB41552, 83% con G6PDH de 4. thaliana CAB52675, 79% de identidad con G6PDH de 4.
chinensis ABR45722, y un 86% de identidad con G6PDH de N. fabacum CAA04993. La conservacién de aminoécidos se encuentra
sombreada, en negro aquellas secuencias que comparten > 60% de identidad y en gris aquellos aminoacidos con que comparten
propiedades similares de su cadena lateral R.

6.6. Identificacion de los genes putativos de los tramscritos VvBGLU7S,
VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH en la base de datos genémica de V. vinifera

GENOSCOPE.
Los resultados del Blastx en la base de datos de NCBI (Fig.7) mostraron que

VvBGLU78 presenta un 96% de identidad con una proteina sin nombre de V. vinifera
(cédigo de acceso CAO23359), una identidad del 94% con 1,3-B-glucanasa de V.

vinifera (cédigo de acceso CAB91554) y un 94% de identidad con proteina sin nombre
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de V. vinifera (c6digo de acceso CA023363). Andlisis en la base de datos de
GENOSCOPE sefialan que las secuencias cuyo codigo de acceso son CA023359 y
CAB91554 en NCBI corresponden a una misma secuencia en GENOSCOPE
(GSVIVT00025341001), mientras que la secuencia cuyo co6digo de acceso es
CA023.363 corresponde a GSVWT60025346001 en GENOSCOPE (Tabla 4). La razén
por la cual VVBGLU78 se alinea con dos secuencias en la base de datos de
GENOSCOPE se debe a que estas dos secuenc_;ias comparten una identidad del 98% a
nivel de nucleétidos, v los partidores que se disefiaron para VVBGLU78 amplificarfan
para ambas secuencias (Fig. 11). Esta informacién se desconocia al momento de disefiar
los partidores para VvBGLU78.

El andlisis de identidad de secuencia aminoacidica del fragmento amplificado de PCR
para VvBGLU22 (Fig. 8) presenta una identidad del 99% y del 98% con dos secuencias
de 1,3-B-glucanasa de V.vinifera cbdigo de acceso AAF44667 y codigo de acceso
ABBR82365, €l andlisis en la base de datos de GENOSCOPE indica que estas dos
secuencias de NCBI corresponden a una misma secuencia GSVIVT00033125001 en
GENOSCOPE (Tabla 4).

Para el caso del anélisis de identidad de secuencia aminoacidica de VvGR (Blastx en
base de datos de NCBI) (Fig. 9) se observa que VvGR presenta una identidad del 100%
con GR de V.vinifera cédigo de acceso AAB70837, esta secuencia corresponde a la

traduccion de la secuencia cuyo codigo de acceso es AF019907 en NCBI, y es la que se

utilizé para el disefio de los partidores de VvGR (Tabla 4 ).
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Finalmente, el resultado del Blastx en la base de datos de NCBI para VvG6PDH
presenta una identidad del 100% con una proteina de V.vinifera coédigo de acceso
CAO014620, que hasta el momento no ha sido asignada como glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (Tabla 4).

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

GENOSCOPE NCBI NCBIL Denominacién
(secuencias nucleotidicas) (secuencias nucleotidicas) (secuencias aminoacidicas)
GSVIVT00033125001 DQ267748.1; AF239617.2; ABBB82365.1; AAF44667.2 VvBGLU22
GSVIVT00025341001 AJ277900.1; AF053750.1 CAB91554.1; CA023359.1 VvBGLU78
GSVIVT00025346001 EU676806.1 CA023363.1 VvBGLU78
GSVIVT00023848001 AF019907.1 AAB70837.1 VvGR
GSVIVT00020574001 CA014620.1 VvG6PDH

>>>>))>>)>>>>)} >>)>>>

GSVIVTGOO025341001 372 pRERRBIWElecXr:NEXtiNenien NNt NERtscmNc o /i1 5 : 3 431
GSVIVTE0025346601 961 NRERERiswiscenchylc enitr Y isc e s 1620
GSVIVTOD025341001 432 CCRCIGCCCART T IGTICTCCCTGCCRTGAGARACAT ITICART GCARTTTCCGC kY
GSVIVTO0025346001 1021 CCACTGCCCARTTIGT ICTCCCTGCCATGRAGRRACATTTTCARTGCALTTTCCGC L
GSVIVTE0025341001 452 551
GSVIVTO0025346001 1081 1140
GSVIVT0B025341001 552 621
GSVIVTO0025346001 1141 3200
GSVIVTH0025341001 612 €71
GSVIVTOD025346001 1201 1260
GSVIVTO0025341801 672 731
GSVIVTODU25346001 1251 i32e
GSVIVTOBD25341801 732 3y 791
GSVIVTOOD25346001 1321 3y 1380
GSVIVTO0025341001 752 851
GSVIVTD0025346001 1381 1440
GSVIVTE0025341001 852 Bl 911
GSVIVTO0025346001 1441 P B 1500
GSVIVTODO025341001 912 jeaxeinetcwsicieticeoncecinlestblchnicemicchlcasasaneedomy 971
GSVIVTOC025346001 1501 jawyetiynfeciceouacinenhiceiesncie cr-tond CCAA&GAAGC’JVGGAGGGmC@G 8 1560
GSVIVTeno25341001 972 1931
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Figura 11. Alineamiento de secuencias nucleotidicas GSVIVT00025341001 y GSVIVT00025346001 de la
base de datos de GENOSCOPE. Sombreado en negro indica la identidad entre las secuencias. En gris se
destaca la posicion de los partidores disefiados que amplifican el fragmento VVBGLU78.
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6.7. Los tratamientos con HC y NaN; promueven la transcripcion de genes de 1,3-p-

glucanasa en yemas endodormantes de vid.

Se ha sugerido anteriormente que las enzimas 1,3-B-glucanasas (BGLUs) juegan un
papel central en el proceso de salida de la ED en Betula pubescens (Rinne et al., 2001).
Con el objetivo de testear si esto se aplica también a las yemas de vid, se analiz6 el
efecto de HC y NaNjs, dos inductores de la salida de la ED en vid, sobre la expresion de
dos transcritos de 1,3-fB-glucanasas: VVBGLU78 y VvBGLU22. El patrén de expresién
de VVBGLUs se evalud los dias 2, 8 y£14 después de aplicado los tratamientos mediante
la técnica de RT-PCR. En la figura 12 se observa que ambos agentes quimicos
promueven la expresiérl de VvBGLU78 y VVBGLU22 de manera similar. En las yemas
control, la expresion de VvBGLUs aparece en el tltimo dia de evaluacion (dia 14),
mientras que en las yemas tratadas con HC y NaNj la expresion de transcritos de 1,3-B-
glucanasas es evidente desde el primer dia de evaluacién (dia 2). La expresion de
VvBGLUs en las yemas control el dia 14 puede explicarse como producto del efecto de
las condiciones de brotacion forzada generadas por la cdmara de crecimiento. Se puede
relacionar la expresion de este transcrito con el inicio de la brotacion (Fig. 5). En el caso
de las yemas tratadas con los compuestos quimicos, la expresion se detecta el dia2 y la
brotacion comienza el dia 13, y en el caso de las yemas control la expresion de

VvBGLUs se detecta el dia 14 (lo que quiere decir que la expresion inici6é algin dia

después del dia 8) y la brotacién comienza el dia 20.
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Figura 12, Efecto de cianamida hidrogenada (HC) y azida de sodio (NaNs) sobre la expresién de los transcritos VVBGLU78 y
VvBGLU22 en yemas de vid colectadas el 11 de Junio del 2007. A: Visualizacién en gel de agarosa 1,5% (p/v) de la expresion de
transcritos de VVBGLU78 y VvBGLU22 analizada mediante RT-PCR en el RNA total extraido de yemas control y tratadas
quimicamente los dias 2, 8 y 14 después del tratamiento (DDT). B: Abundancia relativa del transcrito VVBGLU78. C: Abundancia
relativa del transcrito VVBGLU22. La expresion del gen de actina de V. vinifera (VVACTINA) se us6 como control interno en todos
los PCRs. La abundancia de los transcritos se determiné en relacion a la expresion del transcrito VVACTINA. Los resultados
presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.8. Efecto de HC y NaNj sobre la expresion de los genes VVGR y VvG6PDH en

yemas de vid.

Recientemente se ha sugerido que la activacién del ciclo ascorbato-glutation (CAG) y la
subsiguiente activacién de la via de las pentosas fosfato (VPF) jugarfan un papel

determinante en el proceso de salida de las yemas de 1a ED en vid (Pérez ef al.,, 2008).

Con la finalidad de determinar si los inductores de la brotacién de yemas, NaN; y HC
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afectan la transcripcion de genes relacionados con el CAG y con la VPF, como GR y
G6PDH, se estudié la expresion mediante RT-PCR de los transcriptos VVGR y
VvG6PDH en yemas tratadas y no tratadas con los agentes quimicos. Las evaluaciones
se realizaron a los 2, 8 y 14 dias después de los tratamientos. Los resultados muestran
que en el dia 2, VVGR presenta expresion solo en las yemas tratadas con los agentes
quimicos HC y NaNs. En el caso del control, la expresion de VVGR se observa muy
débilmente los dias 8 y 14. El efecto de HC parece ser més transitorio que el efecto de
NaNj, el cual es evidente atin el dia 8. De manera similar a lo que ocurre con VVGR,
tanto HC como NaNj estimulan la expresion de VvG6PDH, los dias 2 y 8 (Fig. 13). En
las yemas control, la expresion de VvG6PDH se observa levemente los dias 2 y 8, y

aumenta en el dia 14. Este aumento se puede asociar al efecto estimulante de brotacion

que ejerce la cdmara de crecimiento.
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Figura 13. Efecto de cianamida hidrogenada (HC) y azida de sodio (NaN;) sobre la expresién de transcritos de VVGR y
VvG6PDH en yemas de vid (Vitis vinifera cv. Thompson seedless) colectadas el 11 de Junio del 2007. A: Visualizacién en gel
de agarosa 1,5% (p/v) de la expresion de transcritos de VVGR y VvG6PDH analizada mediante RT-PCR en el RNA total extraido de
yemas control y tratadas quimicamente los dias 2, 8 y 14 después del tratamiento (DDT). B: Abundancia relativa del transcrito
VvGR. C: Abundancia relativa del transcrito VVG6PDH. La expresion del gen de actina de V. vinifera (VVACTINA) se us6 como
contro] interno en todos los PCRs. La abundancia de los transcritos se determiné en relacion a la expresién del transcrito
VVvACTINA. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

6.9. Efecto de HC y NaN;3 en los niveles de glutation total y en la relacion

GSH/GSSG.

La concentraciéon de glutatién total (GSH + GSSG) y la relacion GSH/GSSG estan
sujetas a un estricto control homeostético en las células vegetales, y la salida de la

homeostasis puede actuar como sefiales que gatillan respuestas adaptativas (Noctor et

al., 2002).
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En las yemas ED de vid se encontrd una baja relacion GSH/GSSG que fue rapidamente
revertida luego de la aplicacion de HC y NaNs. Después de 2 dias desde el tratamiento,
la razén GSH/GSSG aument6 drésticamente desde un valor de 0.1 a valores cercanos a
0.7 y 0.3 en las yemas tratadas con HC y NaNj respectivamente; Sin embargo, la
concentracion total glutation no cambi6 (Fig. 14). Al dia 8 post tratamiento, la razén
GSH/GSSG descendi6é 0.7 a 0.4 en las yemas tratadas con HC, pero en las yemas
control y las tratadas con NaNj la razén GSH/GSSG permaneci6 s\in mayores cambios a
pesar del aumento en el glutation total. La relacion GSH/GSSG en las yemas control
aumenta el dia 14, esto puede relacionarse con el leve aumento en la expresion de los
transcritos VVGR y VvG6PDH que se observa en las yemas control el dia 14 (Fig. 13) y

se deberia al efecto de las condiciones forzadas de brotacidn generadas por la camara de

crecimiento.
.8
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Figura 14. Efecto de la cianamida hidrogenada (HC) y azida de sodio (NaN;) sobre los niveles de glutatién en yemas ED de
vid. A: Relacion de los niveles de glutation reducido/glutatién oxidado (GSH/GSSG) en yemas control y tratadas quimicamente los
dias 2, 8 y 14 después del tratamiento (DDT). B: nivel del pool de glutatién total (GSH + GSSG) en yemas control y tratadas
quimicamente los dfas 2, 8 y 14 después del tratamiento (DDT). Las mediciones se hicieron en duplicado (n=2). Las barras muestran
la desviaci6n estdandar
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6.10. Expresion de los transcritos de VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH
durante la salida natural de las yemas de la ED.

Con el objeto de determinar si los transcritos de 1,3-B-glucanasas (VVBGLUs), VVGR y
VvG6PDH se expresan naturalmente durante el proceso de salida de las yemas de la ED,
se estudi6 su expresion durante el curso normal de salida de las yemas de la ED en la
Region Metropolitana (33° 34° lat. S). Las extracciones de RNA de yemas de vid se
realizaron en cuatro fechas, las que fueron determinadas de acuerdo al status dormante
de las yemas determinado previamente (Pérez ef al., 2007). La primera extraccion se
realiz6 el dia 9 de Junio, cuando las yemas se encuentran endodormantes, y las otras
extracciones se realizaron en tres fechas posteriores, 27 de Junio, 17 de Julio y 6 de
Agosto, cuando las yemas se encuentran saliendo de la ED (Pérez et al.,, 2007). Los
resultados muestran que los transcritos de VVBGLU78 y VvBGLU22 no se expresan
durante el mes de Junio cuando las yemas se encuentran endodormantes. VVBGLU78 se
expresa en las dos tltimas fechas evaluadas, mientras que VvBGLU22 se expresa sélo a
inicios de Agosto cuando las yemas se han liberado completamente de la ED (Fig. 15A).
El transcrito de VVGR se expresa s6lo en las dos ultimas fechas de evaluacion, mientras
que el transcrito VVG6PDH se expresa débilmente en las muestras colectadas el mes de

Junio y s6lo se expresan significativamente una vez iniciado el proceso de salida de las

yemas de la ED. (Fig. 15B).
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Figura 15. Anilisis de la expresién de transcritos durante la salida de la endodormancia en yemas de vid (Vitis vinifera cv.
Thompson seedless). A: Expresion de los transcritos de VVBGLUs: VVBGLU78 y VvBGLU22. B: Expresion de transcritos de
VvGR y VvG6PDH. La expresion de los transcritos se analizé mediante RT-PCR en el RNA total extraido de yemas colectadas el
afio 2008, en las fechas siguientes: 9 de Junio, 27 de Junio, 17 de Julio y 6 de Agosto. La expresion del gen de actina de V. vinifera
(VVACTINA) se usé como control intemo en todos los PCRs. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

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

no es inducida por peréxido de hidrégeno en yemas de vid.

Dado que las aplicaciones de HC aumentan los niveles de perdxido de hidrogeno (H,0-)
en yemas de vid, se ha postulado que éste podria mediar el efecto de HC sobre la
induccién de la brotacion de las yemas (Or ef al, 2002; Pérez et al., 2008). En este
trabajo, se analiz6 el efecto de H,O, sobre el perfil de expresién de los transcritos
VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR y VvG6PDH los dias 2, 8 y 14 post-tratamiento. Los

resultados de la figura 16 muestran que la aplicacién exdgena de H;0, (1% v/v) no

estimula la expresion de estos transcritos.
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Figura 16. Efecto del peréxido de hidrégeno (H,O:) sobre la expresion de transcritos en yemas ED de vid. A) Expresitn de los
transcritos de VVBGLUs: VVBGLU78 y VvBGLU22. B) Expresién de transcritos de VvGR y VvG6PDH. La expresion los
transcritos se analizé6 mediante RT-PCR en el RNA total extraido de yemas colectadas el 9 de Junio del 2008, y las extracciones se
realizaron los dias 2, 8 y 14 luego de ser tratadas y colocadas en la camara de crecimiento bajo condiciones forzadas. La expresion
del transcrito VVACTINA (gen de actina de V. vinifera) se usé como control intemo para chequear cada uno de los ¢cDNAs de
yema. Ademads se realizaron controles internos de PCR donde cada par de partidores se prob6 con cDNA. de hoja (*). Los resultados
presentados son producto de un solo ensayo (n=1).

De modo similar a como se observa en las figuras 12 y 13, la expresion del transcrito del
gen de actina (VVACTINA) presenta una baja expresion el dia 2 en las yemas control.
Una posible explicacion es que la trapsferencia de las yemas colectadas hacia la camara
de crecimiento genere este efecto en las yemas control, y que sea algin tipo de respuesta
en un periodo de ajuste a las nuevas condiciones de luz, humedad y temperatura. En las
yemas tratadas con H,O, también se aprecia el mismo efecto el dia 2 (Fig. 16) no asi en
los tratamientos con HC y NaNjs (Fig. 12 y Fig. 13), confirmando el poco efecto que este
compuesto tuvo sobre las yemas ED de vid. Por otra parte se esperaba que producto del
efecto de la camara de crecimienté, el dia 14 apareciera la expresion de los transcritos de

VvBGLUs, VVGR y VVG6PDH como en las figuras 12 y 13. Su no aparicién puede

| |



relacionarse con el desfase observable en
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la brotacién de las yemas control entre las

figuras 5 y 6. Siguiendo esa ldgica, sij el inicio de la brotacién se desfasé en

aproximadamente 10 dias, la expresion de

VvBGLUs deberia haber aparecido entre los

dias 18 y 24. Eso explicaria la ausencia de la expresioén de estos transcritos el dia 14. En

el caso del tratamiento con peréxido de hidrégeno, si efectivamente este compuesto

media la acci6n de la cianamida hidrogenada, se habria esperado algin efecto sobre los

cuatro transcritos analizados, por lo menos en los dias 8 y 14.

6.12. La expresién de los transcritos VVBGLU78, VvBGLU22, VvGR, y VvG6PDH

no es inducida por el frio.

Actualmente, existe el supuesto de que los

tratamientos con HC de las yemas ED de vid

compensan la falta de frio u horas frio (horas que las yemas estidn sometidas a

condiciones de temperatura inferiores a 7°C durante el periodo de receso invernal o

dormancia (Saure, 1985)), lo que conlleva

a la creencia de que el frio es necesario para

la salida de las yemas de la ED y que HC sustituye los efectos del frio. Para determinar

si esto es cierto, se disefié un experimento
grupos de yemas ED. A uno de ellos se le ¢

colecta y se analiz6 mediante RT-PCR la e

donde se colectaron a principios de Junio .dos
xtrajo el RNA inmediatamente después de la

xpresion de los transcritos que son inducidos

por HC y NaNs3: VvBGLU78, VvBGLU22, VvGR, y VvG6PDH (Fig.12 y Fig.13). El

otro grupo de yemas se mantuvo a 4°C du

rante 240 horas, ya que a la fecha se estimé

que las yemas ED llevaban ya acumuladas aproximadamente 340 horas frio (Pérez et al,

2007) con la finalidad de que completaran s

su requerimiento de frio de aproximadamente




600 horas (Gil, 2000), y posteriormente, se

los transcriptos. Al comparar los resulta

mantenidas en frio, se pudo observar que el

de los transcritos analizados (Fig. 17).

Se ha considerado durante varias décadas

actividad catalasa en yemas de vid (Nir e
experimento, que producto del tratamiento
actividad catalasa con un consiguiente aum

esta alza generara la activacion de la transc
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extrajo el RNA y se analizd la expresion de
dos entre las yemas control y las yemas

frio no tuvo ningin efecto sobre la expresion

al frio como un inhibidor ambiental de la
r al., 1986). Era de esperar entonces en este
de frio se haya generado la inhibicién de la
ento en los niveles enddgenos de H,0,, y que

ripeién de VVBGLU78, VvBGLU22, VvGR

y VvG6PDH. Sin embargo, al igual a como ocurrié en el experimento con H,0,

exogeno (Fig. 16), el tratamiento de frio no estimulé la transcripcidn de ninguno de los

transcritos analizados en este estudio.

WWBGLUTE

WBGELU2Z

Figura 17. Efecto del frio sobre la expresién de transcripto
colectadas el 9 de Junio del 2008 en el valle de Maipo. A: }
transcritos de VVBGLUs: VVBGLU78 y VvBGLU22. B: Visuali
de VvGR y VvG6PDH. La expresion de los transcriptos fue anal

s en yemas ED de vid (Vitis vinifera cv. Thompson Seedless)
Visualizacion en gel de agarosa 1,5% (p/v) de la expresion de los
izacion en gel de agarosa 1,5% (p/v) de la expresion de transcritos
izada por RT-PCR. La expresién del transcrito VVACTINA (gen de

actina de V. vinifera) se us6 como control interno para chequear cada uno de los cDNAs de yema. Ademds se realizaron controles
internos de PCR donde cada par de partidores se probd con cDINA de hoja (*). C: yemas control; F: frio, yemas mantenidas 240
horas a 4°C. Los resultados presentados son producto de un solo ensayo (n=1).
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7.1. 1,3-B-glucanasas en relacion a la salida de dormancia en yemas de vid.
|
En yemas de vid, 1a estimulacion de la expresii()n de transcritos de 1,3-B-glucanasa como

consecuencia de la aplicacién de HC y NaNj3 (tFig.IZ) coincide con el modelo de ciclo de
dormancia propuesto por Rinne et al. (200;1) para explicar la induccién y salida de
dormancia en Abedul (Betula pubescens) (Fi%. 2). En ese modelo, la interrupcion de las
vias simplismicas a causa de la deposi?ién de callosa (1,3-B-glucano) en los
plasmodesmos gatillarian la ED, mientras que; 1a liberacion de la ED estaria asociada con
la degradacion de la callosa por accion de!las 1,3-B-glucanasas, con el subsiguiente
reestablecimiento de las vias simplasmicas yglas comunicaciones célula-célula. Por otro
lado, la estimulacion de la transcripcién de il,B-ﬁ-glucanasa ha sido demostrada en un
reciente estudio sobre el efecto del estrés tél!‘mico “heat-shock™ (HS) en yemas de vid
(Or et al.,, no publicado). Asi, la inducciéngde los transcritos de 1,3-B-glucanasa por

1
medio de agentes liberadores de dormancie;l, como son NaNs;, HC y HS, apoya la

hipdtesis de que estas enzimas son clave en el;l proceso de salida de las yemas de la ED.

\

|

7.2. Participacién del ciclo ascorbato-glutatién y la via de las pentosas fosfato en la
salida de endodormancia en yemas de vid. 1

Las mediciones de glutatién y de la relacién}GSH/GSSG en las yemas de vid (Fig. 14)
muestran que, inicialmente, las yemas tienein una baja razén GSH/GSSG, lo cual es

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

“
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la deshidratacién del tejido (Kranner y Grill, 1996). Las yemas endodormantes son

tejidos altamente deshidratados o con poci:a agua libre disponible (Faust et al., 1991;
Vertucci y Stushnoff, 1992), y la disecacfién es comunmente inducida como parte del
|
;
proceso de aclimatacién al frio (Steponlicus, 1990). En abeto (Picea abies), se ha

|
demostrado que los niveles de GSSG en 10s tejidos son varias veces superiores durante

|
P

el invierno que durante el verano (Esterbau!er y Grill, 1978).

En este trabajo, se demostré que NaNj estimula la expresién de la enzima glutation
|

|
reductasa (Fig. 13), una enzima antioxidativa que participa del CAG, y que es inducida
en respuesta a estrés oxidativo (Pastori y, Trippi, 1992). La misma respuesta ha sido

reportada anteriormente en yemas de vid ‘Ifrente a estimulos como HS y HC (Halaly et
|

al., 2008). En este trabajo, se demuestra pi)r primera vez que la VPF, responsable de la
!

produccién de NADPH en las células '!vegetales y animales (Baxter et al, 2007;
l

Salvemini et al., 1999; Yu et al., 2004), es estimulada en respuesta a NaN3 y HC, como
|

i
se vio reflejado por la induccién de la expresion del transcrito de VvG6PDH (Fig. 13).

1
)
1

El aumento en la relacién GSH/GSSG como producto de la aplicacién de HC y NaN3 a

las yemas de vid podria estar relacionado;con la induccién tanto del CAG como de la

l

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

GR perteneciente al CAG, y su actividad es dependiente de la presencia de NADPH que
i

1
se produce en la VPF, principalmente por lia enzima G6PDH (Dalton et al., 1986; Clancy
et al., 1994). También se ha sugerido que el glutatidn estaria involucrado en la salida de

las yemas de la ED en vid (Fuchigami }‘f Nee, 1987). Tohbe et al. (1998a , 1998b)

concluyeron que el glutation juega un papetl importante en el control de la dormancia de
t

yemas de vid, ya que demostraron que| la aplicaciéon de glutation reducido (GSH)




46

producia la salida de la dormancia y ademés probaron que tratamientos con GSSG
exdgeno eran capaces de inhibir la brotacion.
7.3. H;0; en relacién a la salida de dormztmcia en yemas de vid.
| Ha sido bien establecido que como resultado de la aplicacién de HC a las yemas de vid,
éstas acumulan H,O, en sus tejidos (Nir y Lavee, 1993; Pérez et al., 2008), por lo cual se

ha sugerido que H,O; podria mediar la respuesta de HC de inducir la salida de la ED en

yemas de vid. Ademds, en juncos (Phragmites communis) se ha reportado que
aplicaciones ex6genas de H,O, aumentan la actividad enzimatica de G6PDH y GR, y el
contenido de GSH (Wang et al., 2008), lo:cual favoreceria la salida de las yemas de la
ED. Sin embargo, en este trabajo, la aplicacion exégena de H,O, a yemas dormantes de
vid present6 un efecto marginal en la salidal de la ED y en la brotacién de las yemas (Fig.
6). Estos resultados fueron consistentes con la ausencia de efectos del HyO, sobre la
transcripcién de VvGR, VvG6PDH o 1,3-Brglucanasas en las yemas de vid (Fig. 16). Sin
embargo, existe la posibilidad de que la aplicacién exégena de H,O; genere un estrés
oxidativo insuficiente en las yemas de vid producto de la actividad de peroxidasas
extracelulares, como ha sido reportado en células de Arabidopsis (Baxter et al., 2007).
Sin embargo, los resultados de los experimentos de brotacién realizados con H,O; en
presencia de inhibidores de la actividad catalasa (AMT y SA) permiten sugerir que el

H,0, producido endégenamente en respuesta al estrés oxidativo no serfa la sefial que

media entre los agentes promotores de brotacion (HC y NaN3 que también inhiben la

actividad catalasa (Nir y Lavee, 1993)) y salida de ED en yemas de vid.
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7.4. Papel de la acumulacion de frio en la salida de las yemas de vid de la ED.

Diversos antecedentes en la literatura ind

estacion invernal es fundamental para el
normal de las yemas en la primavera (Ma
(Betula pubescens ) se ha demostrado que

rompimiento de la dormancia de yemas

lican que la acumulacion de frio durante la
rompimiento de la dormancia y la brotacién
thiason et al., 2008). Es asi como en Abedul
el frio (acumulacién de horas frio) induce el

y estimula la expresién de 1,3-B-glucanasas

(Rinne et al, 2001). En los frutales caducifolios también se ha sefialado que la

acumulacién de frio juega un papel central

que se ha definido el concepto de re

| en la salida de las yemas de la ED, y es asi

querimiento de frio de las especies, que

habitualmente se expresa como horas frio y que indica el nimero de horas que las yemas

deben ser expuestas a temperaturas no congelantes menores a 7 °C (Saure, 1985). En

Vitis se ha postulado que los requerimientos de frio de la especie son de
aproximadamente 600 h (Gil, 2000) y taxlnbién se ha demostrado que la falta de frio
provoca una brotacion escasa y dispareja de las yemas (Pérez et al., 2007). Sin embargo,
los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el frio no induce la éctivacién de

ninguna de las vias (CAG, VPF) ni la transcripcién de 1,3-B-glucanasas (Fig. 17), que si

son inducidas por los agentes rompedores lde la dormancia como HC, NaN3 y HS, y que
también son inducidas durante el transcualso normal de salida de las yemas de la ED.

Mas atin, un estudio realizado en Vitis rz'palrz'a (Mathiason et al., 2008), demuestra que la

acumulacién de frio, genera una inhibic

ion general de las vias involucradas en el

metabolismo de los carbohidratos, lo que se ve reflejado por ejemplo en la disminucién

de la expresioén de EST con similitud a enz

fosfato deshidrogenasa (G6PDH), reforzan

zimas de sacarosa sintasa (SuSy) y glucosa-6-

ido asf la hipdtesis de que el frio no juega un
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papel que favorezca la salida de las yernas de la ED. Sin embargo, no es posible

desconocer el papel que juega el frio en |
cual el proceso de aclimatacién al frio de

factor que explicaria los requerimientos de

7.5. Glicélisis y actividad mitocondrial
yemas de vid.

Existe evidencia del efecto estimulatorio d
en yemas de vid. Ambos estimulos aumer

sintasa (SuSy), responsable de la degradac

a brotacién homogénea de las yemas, por lo
las yemas adquiere especial relevancia como

frio de la especie.
en relacion con la salida de dormancia en
e HC y HS en el metabolismo de los aziicares

1tan la transcripcion de genes como sacarosa

i6n de la sacarosa, y de las enzimas piruvato

descarboxilasa (PDC) y alcohol deshid;rogenasa (ADH), pertenecientes a la via

fermentativa (Halaly et al., 2008). Dado qlue tanto HC como NaNj; son inhibidores del

complejo IV (citocromo c) de la cadena transportadora de electrones de la membrana

interna de las mitocondrias, ambos compuestos interrumpen el consumo de O,. Se ha

aceptado que bajo condiciones de privacior
de ATP a través de la glicélisis y de
fermentacion etandlica (Baxter ef al., 2007

de que alteraciones en el metabolismo de I¢

1 de O, las plantas requieren de la produccion

la regeneracién de NAD' a través de la

; Wang et al., 1991). Asi surge la posibilidad

s azicares producto de la privacién de O, sea

responsable de la activacidn de las vias relﬁlcionadas con el mecanismo de salida de ED.

Existen antecedentes, por ejemplo en hojas de trigo (Triticum aestivum L), de que una

disminucién de glucosa aumenta la activid

ad y los niveles de la enzima 1,3-B-glucanasa,

mientras que altos niveles de glucosa causan un rdpido descenso en su abundancia




(Roulin y Feller, 2001). Por otro lado, en
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papa (Solanum tuberosum) se ha demostrado

que la transcripcion del gen de G6PDH (isoforma citosélica) es regulado més bien por la

disponibilidad de azicares metabolizables,|en vez de por H;0,, y que H2O; no afecta ni

su transcripcion ni su actividad (Hauschild

y von Schaewen, 2003).

Asi el estrés respiratorio que se desarrolla en respuesta a los estimulos liberadores de

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

tejido de la yema, induciendo asi una cascada de sefializacién que podria regular la

transcripcién de genes clave como por ejemplo 1,3-B-glucanasa y glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.

Estudios previos han demostrado que mitocondrias aisladas a partir de yemas de vid

utilizan como sustrato exclusivamente NADH para la respiracion (Pérez et al, no

publicado), lo que lleva a pensar que su actividad es altamente dependiente del estado

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

GSH/GSSG, se aprecia que el tejido se encuentra altamente oxidado, lo que explicaria la

baja actividad respiratoria de las mitocondtias presente en este periodo. Los tratamientos

con HC y NaNj elevan los niveles de GS

H previo al momento de la brotacién, con lo

cual el tejido de la yema se torna més reducido favoreciendo asi un aumento en los

niveles de NADH, y esto estimularia posteriormente la respiraciéon mitocondrial, lo que

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

requerimientos energéticos obvios durante

el proceso de brotacion.
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7.6. Modelo propuesto de salida de endodormancia en yemas de vid.

A continuacién, se propone un modelo ql?.e da explicacion de la serie de eventos que

I
podrian ocurrir y que concluyen en la salida del estado de endodormancia. En principio

se propone a la mitocondria de las yemas

liberacién de ED.

Los agentes quimicos promotores de brotac

las mitocondrias de las yemas. Este estr

niveles de ATP del tejido, generando asi

como potencial centro sensor del estimulo de

i6n, HC y NaNj3 inhiben el consumo de O, en
s respiratorio provocaria una caida en los

un aumentc; en la relacion AMP/ATP. Esto

actuaria como una sefial que desencadenaria un fenémeno conocido como “Efecto

Pasteur”, lo que se traduce como la activacién de la glicélisis y la desviacién del

metabolismo hacia la via fermentativa.

moléculas de ATP por cada molécula d

La glicolisis por si sola genera s6lo dos

e glucosa. La activacion de la glicolisis es

necesaria para compensar la caida en loTs niveles de ATP producto de la inhibicion

temporal de la actividad mitocondrial por efecto de los agentes quimicos. La activacién

de la transcripcion de genes de PDC y ADH que participan de la via fermentativa es

. ., -+ , LS P
necesaria para la regeneracion de NAD" y sustentar asf la gliclisis.

Producto de la activacion de la glicdlisis
niveles de glucosa-6-fosfato (G6P) en
transcripcion de 1,3-B-glucanasas, y tambi
un aumento en los niveles de G6P en el cit
estimular la via de las pentosas fosfato rﬁe

fosfato deshidrogenasa, lo que conllevaria

es probable que ocurra un descenso en los

el citosol. Esta sefial podria activar la

¢n la transcripcion de SuSy, lo que provocaria
osol. La presencia de G6P, por su parte, puede

diante la transcripcion de genes de glucosa-6-

a un aumento en los niveles de NADPH, el




cual puede ser util.izado por la enzima
ascorbato-glutatiéon. Con ello, se produci
elevando asi el potencial reductor en el ci
niveles de NADH y con ello en la respiraci
Asi nos encontrariamos con el siguiente pa
directo en la sintesis de acidos nucleicos y

tiene efecto directo en el estado redox de
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glutation reductasa perteneciente al ciclo

ria un aumento en la relacion GSH/GSSG,

tosol, 1o cual tendria un efecto directo en los
6n mitocondrial.

morama, la activacién de VPF tiene un efecto

algunos aminoécidos. La activacién del CAG

1 citosol, permitiendo la activacién del ciclo

celular. La actividad de 1,3-B-glucanasas permitiria una fluida transferencia de sefiales

entre las células del MA de la yema,
plasmodesmales. Asi, finalmente, nos

caracteristicas de la salida de ED (Fig. 18).

mediante la degradaciéon de los esfinteres

encontramos con las condiciones béasicas

iilocondria s s ,
- ED , HC ¥ Nal; Salida de ED
|esHrasss s < i
InapH WADR
l Respiracion Inhibicion de ]R.?tsmrgm_qn’
¥ mitocondrial consumo-de O. AL, mitocondrial
Ciclo celular i i lG!umsa o Clciliﬁcg lar
Divigidroe T AMPATP b4 activado
d‘gf?m"_dﬂ | { 1P TBG?.U TSESY Comunicacion
Carnuriicacian l , celular Standby
celiiar Offiing _ ienmosamp o
‘[ Glicdlisis Via Pentoses Fosfalo
} TP _
Metgbolseso mescttics [espon ™ [nanen

epc Taom £ s

Figura 18. Modelo propuesto de salida de endedormancia
deshidrogenasa; BGLU: 1,3-f-glucanasa; SuSy: Sacarosa sinf
peroxidasa; GR: Glutation reductasa.

¥

Ciclo ascarbalo-gluialion

iﬁpx Iea i }esmess«s

en yemas de vid. PDC: Piruvato descarboxilasa; ADH: Alcohol
asa; G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; APX: Ascorbato




VII. CONCLUSIONES

En base a los resultados presentados en esta te

1.- La acumulacién de frio en yemas de vid

sis se puede concluir que:

(Vitis vinifera cv. Thompson seedless) no

activa las mismas vias metabdlicas que los jagentes quimicos, cianamida hidrogenada

(HC) y azida de sodio (NaNj3), utilizados para promover la salida de 1a endodormancia

(ED) y la brotacién.

2.- El efecto de HC y NaNj3 en la brotacion no es mediado por peréxido de hidrogeno

(H;0,), ni por su efecto inhibitorio de la actividad catalasa en estos tejidos, sino mds

bien por la activacion de las vias antioxidativas, como son el ciclo ascorbato-glutation

(CAG) y la via de las pentosas fosfato (VPF).

3.- Se confirma ademas, que al igual como

ocurre en estudios realizados en Abedul

(Betula pubescens), la estimulacion de Ia transcripcion de genes de 1,3-B-glucanasas en

yemas de vid (VVBGLUSs) es esencial para la salida de las yemas de 1a ED.

4.- Se concluye que existen fundadas evidenc
centro sensor del estimulo de liberacion de y

que producto del estrés respiratorio que HC y,
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ias que sefialan a las mitocondrias como el
emas de la ED. En este trabajo, se sugiere

NaNj3; provocan en las mitocondrias de las
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yemas, se desencadena la cascada de sefiales que tiene como resultado la salida de las

yemas de la ED y la posterior brotacién de estas yemas.




IX. PROYECCIONES

A partir de los resultados presentados en esta tesis, que han sido basados en el andlisis de

los niveles de transcritos de VVBGLU78, VvBGLU22, VVGR y VvG6PDH, surge la

necesidad de realizar estudios que tiendan
franscritos se traduce posteriormente en
respectivas enzimas.

Ademas queda pendiente demostrar si a

carbohidratos que generen cambios en los niv

a determinar si la expresion de estos

la estimulacidn de la actividad de las

lteraciones en el metabolismo de los

reles de azucares como glucosa-6-fosfato o

sacarosa regulan ya sea la transcripcion de VvBGLUs y/o de VVG6PDH en yemas de

vid |

Si bien se ha demostrado que tanto la ciana;

mida hidrogenada (HC) como la azida de

sodio (NaNj;) son efectivos en la promocién de la brotacién en yemas ED de vid, es

innegable que se trata de dos compuestos altamente toxicos, y que su aplicacion siempre

implica un riesgo para el hombre. Es por ello que atn persiste el desafio de encontrar

otro compuesto, natural o sintético, que estim

ule la via de las pentosas fosfato (VPF), el

ciclo ascorbato-glutation (CAG) y la transcripcion de BGLUs y que no signifique un

dafio para los tejidos vegetales ni amenace
durante su aplicacion.

El siguiente paso en esta investigacion ¢
transcripcion involucrados en la regulacion d

e la expresion de los genes que participan

de la VPF y CAG y el estudio de su funcionan
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la seguridad y la salud de las personas

s la identificacidn de los factores de

niento.
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