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RESUMEN

La calidad de los vinos es dependiente de la calidad de las bayas, y ésta, a su vez, es
dependiente de la acumulacion y metabolismo de azlcares. Se conoce que el acido
abscisico (ABA) y las giberelinas (GAs) regulan la acumulacion de carbohidratos en
muchos cultivos de importancia econdmica, pero los mecanismos por los cuales sucede
aun se desconocen. El trabajo desarrollado en la presente tesis tuvo como objetivo
principal determinar si la mayor concentracion de azucares en bayas de vid (Vitis
vinifera L.) cv. Malbec, mediada por ABA y GAs, se debe a una modificacion en la
carga floematica de 6rganos fuentes (hojas), en el area del floema y/o en la expresion de
genes que codifican para transportadores de azlcares. Para lograr el objetivo propuesto,
se plante6 un experimento con plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec en macetas
sometidas a condiciones de campo y asperjadas con ABA (250 mg L™) y &cido
giberélico (GAs, 500 mg L™). Se midieron variables de crecimiento, fisiolégicas,
bioquimicas, anatomicas y expresion de genes. En ambos tratamientos se observo una
mayor concentracion de sacarosa en las hojas, en envero, y una disminucion
significativa en la expresion relativa de los genes que codifican para transportadores de
azucares en dicho tejido. Ademas, las plantas tratadas con GAj presentaron un
crecimiento exacerbado de la parte aérea coincidente con una mayor particion de
fotoasimilados hacia el tallo de las mismas. Por su parte las aplicaciones con ABA
favorecieron el transporte de carbono hacia las bayas durante envero, coincidente con la
sobre-expresion de los genes VVHT2, VVHT3 y VVHT6. Debido a este comportamiento
diferencial, el tratamiento con ABA aceler6 el inicio de la maduracion de las bayas
mientras que el tratamiento con GAgs lo retrasd. Contrariamente, las bayas tratadas con
GA; mostraron las mayores concentraciones de monosacéridos en post-envero, en
correlacion con la sobre-expresion de los genes VVHT2 y VVHT3. Por otro lado, ambos
tratamientos incrementaron el area del floema y xilema en la nervadura central de las
hojas, en tallos y en el pedicelo de las bayas. Como conclusion, se postula que la
estimulacion del transporte de carbono hacia las bayas y tallos mediada por ABA y GA;
respectivamente, fue producto de modificaciones en la concentracion de carbohidratos
no estructurales en hojas, en el area del tejido floeméatico como asi también de la
expresion de los transportadores de azlcares en las bayas.

PALABRAS CLAVES: ABA, GA;3, transporte de azUcares, floema, xilema
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“Effect of abscisic acid and gibberellin A3 on vascular tissues and the expression of
sugar transportes in grapevine plants (Vitis vinifera L.) cv. Malbec”

ABSTRACT

Grape quality for winemaking depends on sugar accumulation and metabolism in
berries. Abscisic acid (ABA) and Gibberellins (GAs) have been reported to control
sugar allocation in economically important crops, although the mechanisms involved are
still unknown. The current study tested if ABA and Gibberellin Az (GA3) enhance
carbon allocation in fruits of grapevines by modifying phloem loading, phloem area and
expression of sugar transporters in leaves and berries. Pot-grown Vitis vinifera L. cv.
Malbec plants were sprayed with ABA (250 mg L™) and GA; (500 mg L™) solutions.
Growth, physiological, anatomical, biochemical and molecular parameters, were
measured. ABA- and GA;-treatments showed an increase in leaf sucrose content at the
stage of full veraison, and a significant down-regulation of gene expression of sugar
transporters in leaves. Moreover, GAs-treated grapevines showed an exacerbated
vegetative growth coincident with a higher photoassimilate partitioning to the stem.
Contrary, ABA applications increased carbon translocation from leaves to berries at full
veraison, which was correlated with an up-regulation of VVHT2, VVHT3 and VVHT6. In
this sense, ABA hastened berry ripening whereas GA; delayed it. On the other hand,
GA;-treated berries showed the highest glucose and fructose content at post-veraison,
related to an enhancement of VVHT2 and VVHT3 gene expression. Furthermore, both
treatments increased phloem and xylem area in leaf, stem and berry pedicel. In
conclusion, stimulation of sugar transport by ABA and GAs to berries and stems,
respectively, was due to buildup of non-structural carbohydrates in leaves, modifications
in phloem tissue, and modulation in gene expression of sugar transporters.

KEY WORDS: ABA, GAg, sugar transport, phloem, xylem



Capitulo 1: Antecedentes, objetivos e hipétesis



Antecedentes

1.1 Hormonas vegetales

Las plantas, al ser organismos sésiles, necesitan valerse de un arsenal bioguimico para
poder hacer frente a las condiciones adversas a las que pueden estar sometidas. Es por
ello que precisan reconocer e interpretar las distintas sefiales ambientales y, una vez
reconocidas, es necesario poder comunicarlas al resto de las células y/o tejidos de la
planta para generar una respuesta que las hagan aptas al lugar en donde habitan.

Las hormonas vegetales, fitohormonas y mas recientemente conocidas como
reguladores de crecimiento (PGR, del inglés Plant Growth Regulators) son moléculas
que actuan como sefiales enddgenas en la planta y que utilizan las células para
comunicarse entre ellas. Los PGR regulan los procesos celulares en células especificas
de ciertos tejidos en momentos especificos de la vida de las mismas, regulando la
expresion génica como asi también la division y crecimiento celular. La palabra
hormona proviene del griego que significa en movimiento, es decir que hace alusion a
que las hormonas se sintetizan en un cierto tejido especifico para luego movilizarse y
realizar su accion en otro. Esta definicion es correcta para los mamiferos, pero no asi
para las plantas ya que estas Ultimas carecen de glandulas en donde se llevan a cabo su
sintesis; en cambio, se pueden sintetizar en un gran numero de células y/o tejidos. Las
hormonas vegetales cumplen multiples funciones en las plantas como: controlar la
formacion de flores, hojas y tallos, la forma de las hojas, como asi también el desarrollo
y maduracion de los frutos, entre otros.

Los PGR hasta ahora reconocidos por la comunidad cientifica se corresponden con los
siguientes grupos: &cido abscisico, auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno, &cido
salicilico, &cido jasmonico, brasinoesteroides, poliaminas y estrigolactonas.

1.1.1 Acido abscisico

1.1.1.1 Caracteristicas estructurales

El 4cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que fue descubierta a comienzos de
1960 por dos grupos de investigacion de forma independiente; uno en Gran Bretafia
(Cornforth et al. 1965) y otro en USA (Ohkuma et al. 1963). Originalmente se pensaba
que estaba involucrada en fendmenos fisiologicos tales como abscision de hojas y
frutos, como asi también en la dormicion de yemas en plantas lefiosas. Sin embargo, en
la actualidad, su rol en dichos procesos no esta del todo claro y si se lo involucra en el
control de cierre de estomas y la elicitacion de proteinas de defensa (Schwartz y
Zeevaart 2009). Como se puede observar en la Figura 1.1, el ABA es una molecula de
15 atomos de C, en donde en el C1 presenta una funcién carboxilo lo que le da la
capacidad de comportarse como un acido debil (pKa= 4.7). Asimismo, presenta un



doble enlace en el C2 generando isomeria geométrica, siendo la forma cis, por
convencion, el isomero nombrado como &cido abscisico. Dado que el C1’ del anillo es
anomeérico, la molécula también posee isomeria 6ptica dando como resultado las formas
R (-) y S (+). Ambos enantidmeros son biol6gicamente activos, siendo el isomero S (+)
el responsable de las respuestas fisioldgicas rapidas como el cierre estomatico, mientras
que el isomero R (-) esta involucrado en respuestas fisiologicas de larga duracion como
la maduracion de semillas (Taiz y Zeiger 1998).

CH, CH, CH,

Figura 1.1. Molécula de (+)-cis-acido abscisico

1.1.1.2 Efectos fisioldgicos del ABA

El ABA es una fitohormona generalmente involucrada en la respuesta de las plantas al
estrés (Dood y Davis 2005). En condiciones no estresantes de crecimiento, el ABA es
mantenido a bajos niveles en las células vegetales. Asimismo, bajos niveles en el
contenido de ABA son esenciales para mantener el normal crecimiento de las plantas, ya
que plantas mutantes deficientes en esta hormona presentan un fenotipo achaparrado
que revierte cuando se le aplica exégenamente ABA (Finkelstein y Rock 2002).

Cumple una importante funcion como regulador del cierre estomatico en diferentes
especies ante condiciones de estrés hidrico (Hartung y Davis 1991). Se ha observado en
yerba mate (Sansberro et al. 2000, Sansberro et al. 2004), que esta disminucion del
estrés hidrico diurno al posibilitar una mayor turgencia, promueve el crecimiento en
volumen, con el aumento consiguiente en la acumulacion de materia seca. Esto se
traduce en mayor crecimiento y un incremento en el largo de los tallos.

Inhibe la germinacién prematura (viviparidad) mediante la supresion de sustancias de
reserva (Bewley y Black 1994) e inhibe la expresion de genes que codifican para a-
amilasas y proteasas durante el desarrollo de la semilla. Por otro lado, se la ha asociado
con la expresion de genes relacionados al estres tanto bidtico como abiotico (Zeevart y
Creelman 1988).

En vid, ademas de relacionarlo con el cierre estomatico (Stoll 2000), se lo ha asociado
con reduccion del crecimiento vegetativo (Dry et al. 2000), induccién de sintesis de
polifenoles (Ban et al. 2003, Jeong et al. 2004, Peppi et al. 2006, 2007) y acumulacion
de azucares en bayas (Pan et al. 2005).



1.1.1.3 Metabolismo del ABA

El contenido de ABA en tejidos de plantas superiores estd regulado tanto por la
biosintesis como por el catabolismo y la inactivacion por conjugacion de la molécula.

1.1.1.3.1 Biosintesis del ABA

En plantas superiores, la sintesis de ABA se realiza a través de la via “indirecta” del
metil-eritritol-fosfato (MEP), en donde en una primera etapa se sintetizan carotenos
(C40) que luego son clivados y oxidados, para después, en una segunda etapa, ser
ciclados y oxidados nuevamente hasta obtener la molécula de ABA. La primera etapa,
que comprende la sintesis de precursores carotenoides y la formacion de xantofilas, se
Ileva a cabo en plastidios, mientras que la segunda etapa, donde ocurre la conversion de
xantoxina a ABA, se realiza en el citosol (Seo y Koshiba 2002).

Si bien el ABA presenta 15 atomos de carbono, la via directa a partir del precursor
sesquiterpénico inmediato C15 farnesil pirofosfato solamente se ha observado en
ciertos hongos fitopatdgenos. Como se explicd anteriormente, en plantas superiores, el
ABA proviene del clivaje de moléculas de C40, carotenos. Los carotenos, como otros
isoprenoides, son sintetizados a partir del precursor C5 isopentenil pirofosfato (IPP). En
plastidios, el IPP se forma a partir del 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXF) a través de
una reaccion catalizada por la enzima DXF sintasa (DXS). Luego, por adicion de dos
unidades de IPP se forma el terpeno C15 farnesil pirofosfato que mediante la adicion de
otra unidad de IPP se obtiene el C20 geranilgeranil pirofosfato (GGPF). La conversion
del GGPF a C40 fitoeno es catalizada por la enzima fitoeno sintasa (FS). Luego, el
fitoeno es convertido en {-caroteno a traves de la enzima fitoeno desaturasa (FDS) para
después formar licopeno, B-caroteno y finalmente la xantofila zeaxantina (Seo y
Koshiba 2002, Nambara y Poll 2005).

El primer paso de la ruta de sintesis especifica para la obtencion de ABA es la
formacion de trans-violoxantina a través de zeaxantina (Seo y Koshiba 2002, Nambara
y Poll 2005). La enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP) es la que cataliza la reaccion
mediante una doble epoxidacion continua, obteniéndose anteraxantina como
intermediario. Hasta la fecha, se han aislado varios mutantes deficientes en la enzima
ZEP en especies como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. tales como abal, npg2 y los6
(Koornneef et al. 1982, Niyogi et al. 1998, Merlot et al. 2002, Xiong et al. 2002); en
Nicotiana plumbaginifolia Viv. tal como aba2 (Marin et al. 1996) y en Oryza sativa L.
tal como osabal (Agrawal et al. 2001). Los mismos acumulan altas cantidades de
zeaxantina y muestran una disminucion significativa en los contenidos de ABA que se
traduce en plantas que se marchitan rapidamente y producen semillas carentes de
endodormicion.

El siguiente paso es la conversion de trans-violoxantina a xantofilas como la 9-cis-
violoxantina y su isomero la 9’-cis-neoxantina. Desafortunadamente, hasta el momento,
no se ha podido aislar la enzima que cataliza dicha reaccion. La biosintesis continta con
el clivaje oxidativo de las xantofilas para obtener xantoxina, cuya reaccion es llevada a
cabo por la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED, Schwartz et al. 2003). La
NCED fue descubierta durante la caracterizacion del mutante viviparo de maiz vpl4
(Schwartz et al. 1997, Tan et al. 1997) y mas adelante, se comprobo que los mutantes de



Arabidopsis y tomate nced3 (luchi et al. 2001) y notabilis (Burbidge et al. 1999)
respectivamente, presentaban bajas concentraciones de ABA por ser deficientes en la
proteina NCED. Actualmente, cADNes de NCED han sido clonados de diversas
especies como poroto (Phaseolus vulgaris L., Qin y Zeevaart 1999), frijol (Vigna
unguiculata (L.) Walp., luchi et al. 2000) y palta (Persea americana Mill., Chernys y
Zeevart 2000). Asimismo, en todas las especies, el gen NCED esta conformado por una
familia génica y se ha demostrado que la enzima NCED es clave en la biosintesis de
ABA.

Luego del clivaje de las 9-cis-epoxicarotenoides, la xantoxina es convertida en ABA en
el citosol. Para ello, tres posibles rutas via ABA aldehido, &cido xantdxico y ABA
alcohol han sido propuestas (Seo y Koshiba 2002). La primera ruta, y la méas estudiada,
es llevada a cabo mediante dos enzimas. La primera presenta actividad alcohol
deshidrogenasa (SDR) y es la responsable de la conversion de la xantoxina a ABA
aldehido. La segunda, con actividad oxidasa llamada ABA aldehido oxidasa (AAO),
cataliza la reaccion de oxidacion de ABA aldehido a ABA. Se han aislado plantas
mutantes en el gen SDR en Arabidopsis como aba2, ginl isi4 y sis4 (Léon-Kloosterziel
et al. 1996, Schwartz et al. 1997, Laby et al. 2000, Rook et al. 2001, Cheng et al. 2002).
Por otro lado aquellas plantas mutantes de Arabidopsis y tomate tales como aao3 (Seo
et al. 2000) y sitiens (Okamoto et al. 2002) respectivamente, son deficientes en ABA
por presentar una alteracion en la proteina AAO. Asimismo, es sabido que AAO
necesita de un cofactor Molibdeno (Moco) en su forma sulfurada para poder ser activa.
Es por ello que los mutantes de tomate (flacca, Sagi et al. 2002), Nicotiana
plumbaginifolia (abal, Akaba et al. 1998) y Arabidopsis (aba3, los5 y gin5, Léon-
Kloosterziel et al. 1996, Schwartz et al. 1997, Xiong et al. 2001, Cheng et al. 2002)
presentan una disminucion significativa en sus contenidos de ABA por ser incapaces de
convertir el cofactor Molibdeno a su forma sulfurada.

La segunda ruta, via acido xantéxico, comprende el accionar de dos enzimas, la
aldehido oxidasa (AO) y la alcohol deshidrogenasa (SDR). La primera cataliza la
reaccion de oxidacion de xantoxina a &cido xantoxico mientras que la segunda
deshidrogena y reduce el &cido xantdxico para dar como producto final &cido abscisico
(Cowan 2000).

La tercera ruta, via ABA alcohol, aparentemente esta activa en aquellas plantas de
tomate que tienen alterada la oxidacion de ABA aldehido a ABA, tales como flacca y
sitiens. En las mismas, ocurre una reaccion de “by pass” en donde el ABA aldehido es
reducido a ABA alcohol para luego ser oxidado a ABA. Se cree que esta ruta de sintesis
es poco significativa en plantas silvestres, pero seria fundamental en aquellas plantas
mutantes que tienen impedido la oxidacion del ABA aldehido (Rock et al. 1991).

1.1.1.3.2 Catabolismo del ABA

Las plantas pueden ajustar los contenidos de ABA presente en sus tejidos mediante
oxidacion catabolica del ABA. Es bien sabido que los carbonos C-7°, C-8"y C-9’ de la
estructura ciclica del ABA son factibles de oxidar formando 7°-hidroxi ABA, 8-‘hidroxi
ABA y 9’-hidroxi ABA respectivamente. Estos compuestos presentan una menor
actividad bioldgica y son susceptibles a seguir oxidandose de forma espontanea hasta
formar compuestos sin actividad biologica como son el &cido faseico (PAC), el acido



dihidrofaseico (DPA) y el &cido neofaseico (neo PA, Nambara y Marion-Poll 2005).
Estudios realizados en Arabidopsis thaliana han revelado que la enzima encargada de la
oxidacion del grupo metilo del C-8’ es una enzima con actividad citocromo P450
monooxigenasa denominada ABA 8’-hidroxilasa codificada por el genes CYP707A
(Krochko et al. 1998, Kushiro et al. 2004, Saito et al. 2004). Asimismo, se ha
demostrado que dicha enzima es clave para la regulacion del contenido de ABA
mediante catabolismo oxidativo (Nambara y Marion-Poll 2005). Una vez que el ABA se
hidroxila mediante la enzima ABA 8’-hidroxilasa, se isomeriza espontaneamente
formando el PA; que a su vez pasa a la forma de DPA mediante una reaccion catalizada
por una enzima reductasa soluble (Gillard y Walton 1976, Milborrow et al. 1988,
Krochko et al. 1998). Si bien la ruta catabélica correspondiente al 8’-hidroxi ABA es la
mas importante en plantas, se ha visto que los catabolitos 9’-hidroxi ABA y su isomero
el neo PA son abundantes en semillas inmaduras de Brassica napus L. (Zhou et al.
2004). En contraposicion, el compuesto 7’-hidroxi ABA ha sido encontrado en una gran
variedad de especies como un catabolito minoritario del ABA (Zeevart y Creelman
1988, Schwartz y Zeevaart 2009).

1.1.1.3.3 Conjugacion del ABA

Los contenidos de ABA activo en plantas también pueden regularse a través de su
conjugacion con glucosa. Los grupos carboxilo e hidroxilos del ABA como de sus
catabolitos son factibles de unirse con una molécula de glucosa mediante enlaces éster o
éter respectivamente, siendo el compuesto ABA-glucosil éster (ABA-GE) el producto
de conjugacion mayoritario en el reino vegetal (Boyer y Zeevart 1982). Una vez
conjugados, se pueden acumular en vacuola para luego ser hidrolizados y de esta forma
el ABA estara rapidamente disponible en las células para actuar en respuesta a algun
estrés (Nambara y Marion-Poll 2005). Asimismo, se ha observado que el transporte de
ABA a larga distancia, a través de xilema, se realiza en forma de ABA-GE (ABA
inactivo, Hartung et al. 2002). Hasta el momento, se han caracterizado las enzimas que
participan en el proceso de conjugacion y desconjugacion del ABA. La enzima ABA
glucosiltransferasa (AOG) es la encargada de esterificar el ABA con una molécula de
UDP-glucosa, mientras que la enzima responsable de su hidrolisis es la 3-D-glucosidasa
(Lehmann y Vlasov 1988, Dietz et al. 2000, Sauter et al. 2002, Xu et al. 2002).

1.1.1.4 Transporte del ABA

Se ha postulado que el transporte de ABA a larga distancia desde su sitio de biosintesis
hasta su sitio de accidn, es debido a un balance entre el transporte pasivo y el transporte
activo (Seo y Koshiba 2011). Dado que el ABA es un acido debil con un pKa=4.7, la
molécula puede trasladarse mediante difusion desde zonas de bajo pH a zonas con pH
elevado. Es por ello que el ABA podria atravesar las membranas bioldgicas cuando se
encuentra en su forma protonada (ABAH) debido al caracter hidrofébo de su forma
anionica (ABA’, Wilkinson 1999, Wilkinson y Davies 2002, Seo y Koshiba 2011).
Asimismo, se conoce que al generarse un estrés hidrico en la planta, el pH del apoplasto
como asi también del flujo xilematico incrementan considerablemente (Wilkinson 1999,
Wilkinson y Davies 2002). Por tal razon, el ABA, que se encuentra en el citoplasma de
las células de la raiz, puede difundir libremente como ABAH hacia el apoplasto y luego
hacia los vasos del xilema. Una vez alli, queda retenido como ABA™ impidiendo su



ingreso a las demas células. Debido a la fuerza transpiratoria, la molécula es
transportada junto con el flujo xilematico desde la raiz hacia el apoplasto del mesofilo
de las hojas (Seo y Koshiba 2011).

Al llegar a las hojas, el ABA puede ejercer su accion al ser reconocido por receptores
localizados tanto en membranas plasmaticas como en el interior de las células. En
Arabidopsis, las proteinas GTG1 y GTG2, que tienen la capacidad de interactuar con la
subunidad a de la proteina G (GPA1), son los principales receptores a nivel de
membrana plasmatica (Pandey et al. 2009). Por otro lado, las proteinas
PYR/PYL/RCAR son las encargadas de reconocer a la molécula de ABA en el
citoplasma y en el ndcleo (Park et al. 2009). En el segundo caso, el ABA debe ingresar
al interior de las células para ejercer su accion. En este punto es cuando entran en
consideracion los transportadores de ABA, ya que el modelo de transporte pasivo no
puede explicar el ingreso de la molécula desde el apoplasto al interior de la célula.
Ademas, la gran concentracién de ABA-GE en el flujo xilematico de plantas con estrés
hidrico tampoco es explicada por el transporte pasivo, ya que la molécula de ABA-GE,
al ser extremadamente polar, no puede atravesar libremente la membrana plasmatica
(Seo y Koshiba 2011).

En Arabidopsis se han identificado dos transportadores del tipo ABC que serian los
responsables del transporte activo del ABA. Kuromori et al. (2010) encontraron que la
proteina AtABCG25 es la responsable de exportar el ABA desde el interior celular hacia
el espacio apoplastico, mientras que Kang et al. (2010) reportaron que la proteina
AtABCG40 es la responsable de importar ABA desde el apoplasto hacia el citoplasma.

Si bien se ha explicado el transporte de ABA desde la raiz “sitio de sintesis” hacia las
hojas “sitio de accion”, no es la Uinica forma que poseen las plantas para generar una
respuesta mediada por ABA a un estrés abiotico. Dado que el ABA puede ser
sintetizado in situ en por ej. células oclusivas, las mismas pueden compartimentalizarse
en vacuolas bajo su forma glicosilada (ABA-GE, inactiva, Sauter et al. 2002). Al
generarse un estrés hidrico, las moléculas de ABA-GE se hidrolizan formando ABA que
abandonan vacuolas para ejercer su respuesta, sucediendo en este caso el cierre
estomatico (Lee et al. 2006, Priest et al. 2006). Por lo que el ABA proveniente de las
raices actuaria como refuerzo del ABA presente en las hojas para mediar una respuesta a
largo plazo y no estaria involucrada en una respuesta inmediata. Por otro lado, el ABA
proveniente de las raices podria comportarse como sefial del estrés hidrico generando la
sintesis de novo o la hidrolisis del ABA-GE presente en las hojas (Seo y Koshiba 2011).

1.1.1.5 Seiializacion del ABA

Como se explicd anteriormente, una vez que el ABA llega hasta su sitio de accion debe
ser reconocido para que la planta responda a la situacion de estrés. Se han identificado
receptores de ABA tanto en plasmalema como en el interior de la célula. Dentro de los
primeros se encuentran las proteinas GPCRs (del inglés, G-protein-coupled receptors)
como GTG1 y GTG2 (Pandey et al. 2009), mientras que en los segundos se encuentran
los receptores PYR/PYL/RCAR (del inglés PYRABACTIN
RESISTANCE/PYRABACTIN RESISTANCE-LIKE/REGULATORY COMPONENT
OF ABA RECEPTOR, Ma et al. 2009, Park et al. 2009); éstos presentes tanto en el
citoplasma como en el nacleo.



Cuando la molécula de ABA ingresa a la célula, a través del transportador ABCG40, se
une al receptor PYR/PYL/RCAR. En ese momento, ocurre un cambio conformacional
de la proteina PYR/PYL/RCAR que promueve el “reclutamiento” de la enzima PP2C
formando un complejo inactivo (Ma et al. 2009, Park et al. 2009, Santiago et al. 2009).
De esta forma las proteinas quinasas SnRK2s (del inglés SUCROSE
NONFERMENTING-RELATED PROTEIN KINASE 2s) pueden ejercer su accion de
fosforilacion y activacion enzimatica (Mustilli et al. 2002, Umezawa et al. 2009). De
otro modo, en ausencia de ABA, la actividad de las SnRK2s es inhibida por las
proteinas fosfatasas PP2Cs (del inglés PROTEIN PHOSPHATASE 2Cs) tales como
ABI1 y ABI2 (Park et al. 2009, Schweighofer et al. 2004). Se conoce que las enzimas
SnRK2s son capaces de fosforilar a la proteina de membrana NADPH oxidasa, canales
ionicos de ingreso de K (KAT1) y egreso de aniones (SLAC) en células oclusivas,
como asi también factores de transcripcion ABF/AREB (del inglés ABA-RESPONSE
ELEMENT-BINDING FACTOR) o AP2/ERF (del inglés APETALA2/ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR) del tipo bZIP (del inglés basic/region leucine zipper) tales
como ABI3, ABI4 y ABI5 (Furihata et al. 2006, Sirichandra et al. 2009, Hauser et al.
2011). Una vez activa, la enzima NADPH oxidasa promueve la formacion de especies
reactivas del oxigeno (EROS o ROS) como el H,O, que es capaz de incrementar la
[Ca*] citosdlico por activacion de los canales Ca®* de la membrana plasmatica (Pei et
al. 2000, Miao et al. 2006). Por otro lado, el H,O, activa a las proteinas MAPKSs que, a
su vez, son capaces de fosforilar y activar a los canales anionicos SLAC vy factores de
transcripcion como ABI5 (Figura 1.2, Lu et al. 2002, Jammes et al. 2009). Tanto la
inhibicion como la activacion de los canales de K* y de aniones respectivamente, son
esenciales para el cierre estomatico debido a una disminucién del potencial osmético de
las células (Lee et al. 2009). Por su parte, una vez activos los factores de transcripcion
son capaces de unirse a los dominios ABREs (del inglés ABA-responsive elements) que
se encuentran en la region promotora de los genes de respuesta a ABA, favoreciendo la
transcripcion de los mismos (Ezcurra et al. 2000).

Las oscilaciones en la [Ca®"] citos6lico son protagonistas fundamentales en la
sefializacion de ABA. EIl incremento conlleva a la activacion de las proteinas CDPKs
(del inglés Ca?*-DEPENDENT PROTEIN KINASES) responsables de fosforilar a
NADPH oxidasas, SLAC, KAT1 y factores de transcripcion tales como ABI5 y
CAMTAs (del inglés CALMODULIN-BINDING TRANSCRIPTION ACTIVATORYS),
que también se unen a los dominios ABRES para regular positivamente la transcripcion
de genes de respuesta a ABA (Harmon et al. 2000, Mori et al. 2006, Choi et al. 2005,
Kobayashi et al. 2007, Zhu et al. 2007, Geiger et al. 2010, Hauser et al. 2011). Ademas,
el incremento de [Ca®] lleva a la despolarizacién de la membrana de las células
oclusivas que conduce a la pérdida de H,O y posterior cierre estomatico (Figura 1.2 y
1.3). La despolarizacion de la membrana es debido al efecto combinado del cierre de
canales de K", inhibicion de las bombas de protones H*-ATPasas y a la estimulacion de
los canales anionicos (Figura 1.2 y 1.3, Meimoun et al. 2009).

En forma paralela con los receptores citosélicos y nucleares, los receptores plasmaticos
GTG1 y GTG2 intervienen en la transduccion de la sefial de ABA. Estos estan
asociados a proteinas G heterotriméricas, es decir, que estan constituidos por 3
subunidades distintas denominadas o, B y y. En Arabidopsis, la subunidad o se
denomina GPAL. Cuando la molécula de ABA se acopla a los receptores, la proteina G
se escinde en el mondémero GPA1 y el dimero B,y. Asimismo, la subunidad GPA1



intercambia una molécula de GDP (guanosina difosfato) por una molécula de GTP
(guanosina trifosfato) para formar el efector activo (Pandey et al. 2009, Xu et al. 2013).
Luego, GPA1-GTP activa a las enzimas fosfolipasas PLDal (del inglés
PHOSPHOLIPASE D) y PLC (Mishra et al. 2006). La primera va a membrana para
hidrolizar fosfolipidos obteniendo &cido fosfatidico PA (del inglées PHOSPHATIDIC
ACID) y colina (Zhang et al. 2009). EI PA activa a la enzima NADPH oxidasa
alostéricamente, y de esta forma genera ROS (del inglés REACTIVE OXYGEN
SPECIES) que activara, a su vez, los canales Ca** y a las proteinas MAPKs (Pei et al.
2000, Jammes et al. 2009, Zhang et al. 2009). Ademas, se ha encontrado que el PA
inhibe la actividad de fosfatasas como PP1 y PP2A (Takemiya y Shimazaki 2010). Por
otra parte, la enzima PLC utiliza como sustrato al fosfolipido fosfatidil inositol 4,5
bifosfato PIP, (del inglées PHOSPHATIDIL INOSITOL BIPHOSPHATE) para dar
como productos al inositol 1,45 trifosfato [IP; (del inglés INOSITOL
TRIPHOSPHATE) y al diacil glicerol DAG (Staxen et al. 1999, Brault et al. 2004). Se
ha visto que el IP; promueve la salida de Ca** intracelular del reticulo endoplasmatico
liso al unirse a receptores de IP; que se encuentran en los canales de Ca*,
contribuyendo de esta forma al incremento de [Ca?*] citosélico (Figura 1.3, Meimoun et
al. 2009).
ABA

CDPK

K+ A ca*

Figura 1.2. Esquema general de la sefializacién mediada por ABA a través de los receptores citosolicos y
nucleares. ABCG: transportador de ABA; PYR: receptor citosélico y nuclear de ABA; PP2C: proteina
fosfatasa 2C; SnRK2: proteina quinasa; MAPKSs: proteinas quinasas; CDPK: proteina quinasa
dependiente de Ca?*; ABI3, ABI4, ABI5, CAMTA: factores de transcripcion; ABRE: regién promotora
de reconocimimiento de factores de transcripcion en respuesta a ABA,; P: fosfato inorganico; A’ aniones.
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Figura 1.3. Esquema general de la sefializaciobn mediada por ABA a través de los receptores de
membrana. GTG: receptor de membrana de ABA; a, B, y: subunidades de la proteina G asociada al
receptor GTG; GDP: guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; PP1, PP2A: proteinas fosfatasas;
PLD: fosfolipasa D; PLC: fosfolipasa C; PA: acido fosfatidico;PIP,: fosfatidil inositol bifosfato; IPs:
inositol trifosfato; DAG: diacil glicerol; MAPKSs: proteinas quinasas; CDPK: proteina quinasa
dependiente de Ca*"; ABI5, CAMTA: factores de transcripcion; ABRE: regién promotora de
reconocimimiento de factores de transcripcion en respuesta a ABA; P: fosfato inorganico; A" aniones; c:
colina; REL.: reticulo endoplasmatico liso.

1.1.2 Giberelinas

Las giberelinas (GAs) fueron descubiertas en el afio 1926 por cientificos japoneses y
recibieron su nombre por el hongo Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw. Este
patdgeno ocasionaba grandes pérdidas en el rendimiento del cultivo del arroz por
generar una enfermedad Ilamada bakanae que causaba un crecimiento desmedido en
altura y aborto de semillas (Taiz y Zeiger 1998). Méas adelante, se descubrio que las
giberelinas no eran compuestos que sélo se encontraban en hongos, sino que eran
ubicuas del reino vegetal (Hedden y Thomas 2012). Actualmente, se conocen 136
compuestos (aislados a partir de bacterias, hongos y plantas) denominados giberelinas
que se nombran por convencion con la sigla GA acompafiado de un numero subindice,
segun el orden cronoldgico en que fueron descubiertas, por €j., GA;-GA13 (MacMillan
y Takahashi 1968). Entre las 136 giberelinas solo GA;, GA3 (también llamado &cido
giberélico siendo incorrecto ya que todas las giberelinas tienen un grupo carboxilo que
les da una naturaleza acida) y GA4 poseen actividad biologica per se (Kobayashi et al.
1994, Hedden y Thomas 2012). Sin embargo, es muy probable que otras giberelinas 3[3-
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hidroxiladas de C19 como GA; y GAs, también promuevan el alargamiento caulinar
(Bottini et al. 2004).

1.1.2.1 Estructura de las GAs

Quimicamente todas las GAs comparten la estructura del ent-giberelano que es un
diterpeno (C20) tetraciclico. Asimismo, todas presentan una funcion carboxilo en el C7
y tienen 19 o 20 &tomos de carbono, ya que el C20 puede perderse en la formacion del
puente lactona entre el C4 y el C10 (Hedden y Thomas 2012). Las giberelinas
biol6gicamente activas presentan las siguientes caracteristicas estructurales: 1) un grupo
hidroxilo en posicion C3p, 2) un grupo carboxilo en posicion C7 y 3) un puente lactona
entre el C19 y C10. Ademaés, la hidroxilacion de los carbonos tiene un gran efecto en la
actividad bioldgica de las giberelinas, en general, aquellas que son dihidroxiladas son
mas activas que las monohidroxiladas (Taiz y Zeiger 1998). Como se puede observar en
la Figura 1.4, la diferencia estructural entre las giberelinas biolégicamente activas radica
en el nimero de carbonos hidroxilados y en la presencia o no de insaturaciones. De este
modo, GA; y GA; se diferencian de GA4 por poseer un grupo hidroxilo adicional en el
C13, mientras que GAg; se diferencia de GA; por presentar un doble enlace en posicién
C1l-C2.

Figura 1.4. Estructura de las giberelinas. (A), ent-giberelano; (B), GA4, (C), GAz y (D), GA,.

1.1.2.2 Efectos fisioldgicos de las GAs

La principal funcién fisioldgica que cumplen las GAs es el crecimiento de 6rganos dado
por una estimulacion de la expansion y, en algunos casos, division celular (Taiz y Zeiger
1998). La expansion es un proceso que es coordinado rigurosamente e involucra la
regulacion y la orientacion de los microtubulos, la relajacion de la pared celular, la
biosintesis y el ordenamiento de los polimeros constituyentes de la pared, como asi
también el transporte e incorporacion de nuevos componentes de la estructura de la
pared (Cosgrove 1997). Ademads, a medida que el 6rgano va creciendo aumenta la
demanda por azucares solubles lo que es favorecido por las GAs ya que sobreexpresan
los genes que codifican tanto para invertasas como para o-amilasas (Bethke et al. 1997,
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Tymowska-Lalanne y Kreis 1998). Asimismo, también se ha observado que estimula a
la enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS), que es la responsable de la formacion de
sacarosa en los tejidos vegetales (Cheikh et al. 1992).

Por otro lado, también estdn involucradas en el desarrollo de las plantas ya que son
fundamentales para la finalizacion del periodo juvenil y en el inicio del desarrollo
reproductivo. En algunas especies las GAs promueven el inicio de la floracion mientras
que en otras lo inhiben. Ademas, estan involucradas en la finalizacion de la dormicién y
comienzo de la germinacion. Asimismo, cumplen una importante funcion en la
fertilidad de las plantas, ya que estan involucradas en la elongacion de los estambres, y
son necesarias para la maduracion, liberacion y germinacion del polen, como asi
también del crecimiento del tubo polinico (Taiz y Zeiger 1998, Hedden y Thomas
2012).

1.1.2.3 Metabolismo de las GAs

1.1.2.3.1 Biosintesis de las GAs

En plantas superiores, las GAs se forman a partir del precursor diterpénico C20
geranilgeranil difosfato GGPP a través de la via MEP (metileritritol fosfato, Aach et al.
1997, Kasahara et al. 2002). La biosintesis ocurre en tres sitios de la célula, plastidios,
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y citosol. Ademas, requiere de la intervencién de
tres clases de enzimas: 1) terpeno sintasas TPS (localizadas en plastidios), 2)
citocromos P450 monooxigenasas P450s (en RER) y 3) dioxigenasas solubles
dependientes de 2-oxoglutarato ODDs (en citosol, Hedden y Thomas 2012).

La sintesis comienza en plastidios cuando el precursor GGPP es transformado a ent-
kaureno mediante una reaccién en la que participan las enzimas ent-copalil difosfato
sintasa CPS y la ent-kaureno sintasa KS. En primer lugar, la CPS cataliza la reaccion de
ciclacion del GGPP a ent-copalil difosfato, y en una segunda reaccion la enzima KS
cicla al ent-copalil difosfato para obtener como producto al ent-kaureno (MacMillan y
Beale 1999).

En una segunda etapa, el ent-kaureno es transformado a GA;, y/o GAs; en el RER
mediante participacion de las enzimas P450s que catalizan reacciones de oxidacion. En
este momento, el ent-kaureno es transformado a acido ent-kaurenoico mediante una
reaccion de tres etapas catalizada por la enzima ent-kaureno oxidasa KO. La KO se
encuentra en la membrana de plastidios y oxida repetidamente el C19 del ent-kaureno
para obtener ent-kaurenol, ent-kaurenal y finalmente el acido ent-kaurenoico. A partir de
alli el &cido ent-kaurenoico es oxidado sucesivamente en el RER mediante la actividad
de las enzimas ent-kaurenoico oxidasas KAO (Hedden y Phillips 2000, Helliwell et al.
2001, Morrone et al. 2010, Hedden y Thomas 2012). El C7 del acido ent-kaurenoico se
oxida a alcohol formando el acido ent-7a-hidroxikaurenoico, para luego formar el
compuesto GA;, aldehido, finalizando con la formacion del &cido carboxilico
obteniendo la giberelina GA;, (Hedden 1997, Hedden y Thomas 2012). Una vez
formado este compuesto, puede continuar su oxidacion en el citosol o seguir oxidandose
en el RER para formar GAss. EI mismo se produce por la B-hidroxilacion del C13 de la
GA, mediante una reaccion catalizada por la enzima GA;3 oxidasa (Magome et al.
2010, Hedden y Thomas 2012).
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Por ultimo, tanto GA;, como GAsz son oxidados en el citosol por las enzimas ODDs,
dentro de las cuales se encuentran las GA,p oxidasas y GAjz oxidasas (Troncoso et al.
2008). Las primeras catalizan la reaccion de hidroxilacion del C20 para obtener los
compuestos GAs y GAy, a partir de GAr, Y GAs; respectivamente. Luego, la oxidacion
contina hasta obtener los aldehidos GA24 y GA1e. En una tercera etapa, se establece el
puente y-lactona entre los carbonos C19 y C10 con la consiguiente pérdida del C20
como CO; para dar como productos a los metabolitos GAg Yy GA,, (Hedden y Thomas
2012). En este punto, las enzimas GA3 oxidasas catalizan la reaccion de p-hidroxilacion
del C3 de dichos compuestos para obtener las giberelinas activas GA; y GA;
respectivamente (Spray et al. 1996, Itoh et al. 2001, Appleford et al. 2006). Por otro
lado, la GA; oxidasa también puede actuar como desaturasa generando una doble
ligadura entre los carbonos C2 y C3 de la GAy para formar el intermediario GAs. La
misma enzima puede seguir oxidando a la GAs en posicion C3 y desplazar, al mismo
tiempo, el doble enlace a la posicién C1-C2 para obtener como producto final la
giberelina bioldgicamente activa GA3 (Albone et al. 1990).

Plastidio

CPS KS
GGPP — > ent-copalil difosfato ——— ent-kaureno

KAO |, | o . KAO . .
GA,, aldehido «—— acido ent-7 a-hidroxikaurenoico «—écido ent-kaurenoico

KAO
GA, AL o RER
GA20 ox
GA; GA,,
GA20 ox Citosol
GA GAq
GA20 ox
GA, GAy, _GA3ox | GAs
GA3 ox GA3 ox
GA, GA; GA;

Figura 1.5. Esquema general de la ruta de la biosintesis de las giberelinas activas GA;, GA; y GA,.
GGPP: geranilgeranil difosfato; CPS: ent-copalil difosfato sintasa; KS: ent-kaureno sintasa; KO: ent-
kaureno oxidasa; KAO: ent-kaurenoico oxidasa; GA13 ox: GAL3 oxidasa; GA20 ox: GA20 oxidasa: GA3
ox: GA3 oxidasa; RER: reticulo endoplasmatico rugoso.
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1.1.2.3.2 Catabolismo y conjugacion de las GAs

Las plantas superiores son capaces de regular el contenido de GAs en sus tejidos
mediante catabolismo irreversible tanto de C20-GAs como de C19-GAs, asi como
también mediante conjugacion reversible de C19-GAs bioldgicamente activas (Hedden
y Thomas 2012). El principal mecanismo de regulacion por catabolismo irreversible es
llevado a cabo por dos grupos de enzimas ODDs denominadas GA, oxidasas que
catalizan la reaccion de pB-hidroxilacién en el C2. Asimismo, la enzima tiene la
capacidad de continuar oxidando el C2 hasta obtener la cetona correspondiente
(catabolito, Hedden y Thomas 2012). EI primer grupo de GA, oxidasas actua sobre
C20-GAs es decir, utiliza como sustrato a las giberelinas GA;; y GAs3 para dar como
producto los catabolitos GA110 ¥ GAgrrespectivamente (Schomburg et al. 2003). El
segundo grupo de enzimas actla sobre C19-GAs, en donde se encuentran tanto los
precursores inmediatos como las giberelinas bioldgicamente activas. Por lo que las
enzimas utilizan como sustrato a las giberelinas GAg, GAz, GA; y GA4 para dar como
producto a los catabolitos GAs1, GAz, GAss ¥ GAg respectivamente (Thomas et al.
1999). El segundo mecanismo de regulacion por catabolismo irreversible es llevado a
cabo por un grupo de enzimas pertenecientes a las citocromo P450 monooxigenasas.
Las mismas utilizan como sustrato a las giberelinas GA12, GAg y GA, y catalizan la
reaccion de formacion de 16a-17 epdxidos. La reaccion puede continuar
espontaneamente hasta formar 16a-17 dihidrodioles. Ademas, se ha descubierto que este
grupo de enzimas es menos activo sobre aquellas giberelinas 13B-hidroxiladas (Zhu et
al. 2006, Hedden y Thomas 2012). Finalmente, el tercer mecanismo de regulacion es
realizado por un grupo de metil transferasas llamadas GAMTA (GA metil transferasas).
Sin embargo, se ha encontrado que este tipo de catabolismo se realiza Unicamente en
semillas, por lo que las enzimas GAMTASs estarian involucradas en el desarrollo de las
mismas y en el control de la germinacion prematura. Las metil transferasas se encargan
de catalizar la reaccién de metilacion del grupo carboxilo del C6 de las C19-GAs (Brian
et al. 1967, Varbanova et al. 2007, Xing et al. 2007).

El segundo mecanismo para regular el contenido de GAs en los tejidos de plantas se
lleva a cabo mediante conjugacion reversible de GAs activas con un azUcar, dentro de
los cuales el mas comun es la glucosa (Schneider y Schliemann 1994). Hasta la fecha no
se han podido aislar y caracterizar a las enzimas responsables de la esterificacion de la
glucosa con el grupo carboxilo de las giberelinas bioldgicamente activas. Tampoco se
sabe el rol preponderante de las GA-glucosil ésteres, pero se cree que, al igual que en
otras hormonas, estarian involucradas en el transporte de GAs a larga distancia como asi
también de la inactivacion de GAs para ser almacenadas (Hedden y Thomas 2012).
Ademas, se ha encontrado que aquellas GAs que presentan hidroxilos en el C2 por
accion de las GA;, oxidasas pueden formar éteres con glucosa. Al parecer, esta union
favoreceria la solubilizacion de dichos catabolitos para ser acumulados en vacuola
(Schneider et al. 1992, Jin et al. 2011).
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Figura 1.6. Esquema general del catabolismo de las giberelinas. GA2 ox: GA2 oxidasas; P450 monox:
P450 monooxigenasa; GAMTA: GA metil transferasa. Las flechas violetas indican las reacciones
catalizadas por GA2 ox sobre giberelinas que presentan 20 carbonos; las flechas rojas indican las
reacciones catalizadas por GA2 ox sobre giberelinas que presentan 19 carbonos; las flechas verdes indican
las reacciones catalizada por GAMTA,; las flechas naranjas indican la formacién reversible de GA-
glucosil esteres; las flechas celestes indican la formacion de 16a, 17 dihidrodioles.

1.1.2.4 Seiializacion de GAs

Al igual de lo que ocurre con la sefializacion en la mayoria de las hormonas, la molécula
sefal, en este caso las giberelinas, se encargan de des reprimir el sistema ya formado en
las células, en lugar de la creacién de nuevos componentes para dar lugar a una
respuesta. En este caso, los componentes principales en la transduccion de la sefial son:

Receptor de GA: En Oryza sativa se ha identificado que el gen OsGID1 (del
inglés GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1) es el encargado de codificar
el receptor nuclear de GAs (Ueguchi-Tanaka et al. 2005), mientras que en
Arabidopsis thaliana se han encontrado tres genes ortélogos (GID1A, GID1B y
GID1C) que codifican para el mismo receptor (Nakajima et al. 2006).

Proteinas represoras (DELLAS): Las DELLAS son proteinas que se encargan de
inhibir el crecimiento u otras respuestas dependientes de GAs en ausencia de
GA s activas en las células (Peng et al. 1997, Silverstone et al. 1998). Dentro del
genoma de Arabidopsis se encuentran 5 genes que codifican para DELLAs: GAI
(del inglés GA-INSENSITIVE), RGA (del inglés REPRESSOR OF GA),
RGAL1, RGAL2 y RGAL3 (del inglés REPRESSOR OF GA-LIKE, Peng et al.
1997, lkeda et al. 2001, Silverstone et al. 2001, Lee et al. 2002, Wen y Chang
2002, Tyler et al. 2004). Estas proteinas interaccionan fisicamente con factores
de transcripcion impidiendo su unién con la region promotora de los genes de
respuesta a GAs. Asimismo, se ha descubierto que pueden actuar de forma
independiente o de forma conjunta. Por €j., se sabe que la proteina RGL2 es la
responsable de inhibir la germinacion (Lee et al. 2002), mientras que RGA,
RGL1 y RGL2, en forma conjunta, modulan el desarrollo floral en Arabidopsis
(Cheng et al. 2004, Tyler et al. 2004).
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e Enzimas E3 ubiquitin ligasas: Son enzimas que estan formando un complejo
denominado SCF (del inglés SKP1, CULLIN, F-BOX) E3 ubiquitin ligasas que
se encargan de ligar moléculas de ubiquitina a las proteinas DELLA para ser
posteriormente reconocidas y degradadas por los proteosomas 26S (Lechner et
al. 2006). Uno de los componentes del complejo son las proteinas F-BOX que
cumplen con la finalidad de reconocer y unir a las proteinas DELLA con el
complejo SCF (Daviere y Achard 2013). Arabidopsis presenta dos proteinas F-
BOX llamadas SLY1 (del inglés SLEEPY1) y SNZ (del inglés SNEEZY),
mientras que en el genoma del arroz sélo se ha encontrado una proteina F-BOX
denominada GID2 (del inglés GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF2, Jiang
y Fu 2007).

Una vez que las GAs activas ingresan a las células son reconocidas por los receptores
nucleares GID1. Las GID1 poseen un sitio especifico de unién con GAs y una extension
N-terminal que hace las veces de “tapa” para formar el complejo proteico. Ya unidas,
ocurre un cambio conformacional del complejo GA-GID1 que favorece la interaccién
fisica con las proteinas DELLA (Griffiths et al. 2006, Nakajima et al. 2006, Willige et
al. 2007). Luego, el complejo GA-GID1-DELLA es reconocido por el complejo
SCFSWYYeID2 E3 ybiquitin ligasa a través de las proteinas F-BOX para ser
ubiquitinizado. De este modo, el complejo DELLA-poliubiquitina es reconocido por el
proteosoma 26S y posteriormente degradado (Figura 1.7, Lee et al. 2002, McGinnis et
al. 2003, Sasaki et al. 2003, Dill et al. 2004, Fu et al. 2004). Una vez degradadas las
proteinas DELLA, los factores de transcripcion liberados son capaces de promover la
transcripcion de los genes de respuesta (Figura 1.8). Dentro de éstos podemos encontrar
a los que regulan el alargamiento del hipocotilo como los PIFs (del inglés
PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS, de Lucas et al. 2008, Feng et al. 2008,
Gallego-Bartolomé et al. 2010) y BZR1 (del inglés BRASSINAZOLE RESISTANTL,
Bai et al. 2012, Gallego-Bartolomé et al. 2012) y aquellos que controlan la transicion
floral como SPL (del inglés SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE, Yu et al.
2012). En el Cuadro 1.1 estdn descriptas las proteinas DELLA y los factores de
transcripcion que participan de algunos procesos fisiologicos mediados por GAs en
Arabidopsis.

N _(®

GID1 GID1

SKP1 B3

%

— (®

GID1

Figura 1.7. Modelo de degradacion de las proteinas represoras DELLA, mediada por giberelinas (GA)
mediante el proteosoma 26 S. GID1: receptor de GA; Ub: ubiquitina; SLY1/GID2, SKP1, CUL1, E3:
complejo E3 ubiquitin ligasa.
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Figura 1.8. Modelo general de sefalizacion por giberelinas. DELLA: proteina represora de giberelinas
(GA); PIF: factor de transcripcién promotor del crecimiento.

Cuadro 1.1. Proteinas DELLA y los factores de transcripciéon que participan de algunos procesos
fisiolégicos mediados por GAs en Arabidopsis.

DELLAs

Factores de
transcripcion

Funcioén

Referencias

De Lucas et al. 2008, Feng et

GAI, RGA, RGL1], PIF1, PIF3, Elongacion del hipocétilo. al. 2008, Cheminant et al.
RGL2, RGL3 PIF4, PIF6 Biosintesis de clorofila 2011, Gallego-Bartolomé et
al. 2010.
GAl, RGA, RGL2 ALC Forma de frutos Arnaud et al. 2010
Germinacién. Expansion de Gallego-Bartolomé et al.
RGA, RGL2 SPT cotiledones 2010, Josse et al. 2011.
GAl, RGA, RGL1, . .
RGL2, RGL3 MYC2 Biosintesis de sesquiterpenos Hong et al. 2012.
JAZ1, JAZ3,
GAI, RGA, RGL1, JAZ4, JAZS, Elongacion de raiz e hipocotilos. Hou et al. 2010, Wild et al.
RGL2, RGL3 JAZ9, JAZ10, Defensa contra patdgenos 2012, Yang et al. 2012.
JAZ11
GAI, RGA, RGL1], Maduracién de semillas.
RGL2, RGL3 IDD1 Germinacion temprana Feurtado et al. 2011.
GAI, RGA, RGL1 sCL3 Germinacion. Elongacion de raiz e Zhang et al. 2011.
hipocotilo
GAIl, RGA EINE3I’LE2|L1’ Desarrollo del gancho plumular An et al. 2012.
GAI, RGA, RGL1, ., . Bai et al. 2012, Gallego-
RGL3 BZR1, BZR2 Elongacion del hipocotilo Bartolomé et al. 2012.
RGA SPL9 Transicion floral Yu et al. 2012.
1.2 Lavid

Taxondmicamente, la vid se encuentra dentro del orden Vitales y pertenece a la familia
Vitaceae. Las Vitaceas comprenden aproximadamente 850 especies correspondientes a
14 géneros y la mayoria son arbustos o lianas lefiosas. De acuerdo a la morfologia, todas
presentan hojas simples o compuestas de disposicion alterna, zarcillos opuestos a las
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hojas, raices fibrosas y bien ramificadas y los frutos son bayas con una a cuatro
semillas. Ademas, todos los cultivares de importancia econémica que se conocen se
encuentran dentro del género Vitis L. (2n=38 cromosomas) y del subgénero Muscadinia
L. (2n=40 cromosomas, Mullins et al. 1992, Keller 2010).

El género Vitis comprende entre 60-70 especies, de las cuales ca. 40 especies son
originarias de Europa y Asia y unas 20 especies son originarias de América del Norte
(Mullins et al. 1992, Wan et al. 2008 b, c). Las especies Euroasiaticas han dado origen a
casi todos los cultivares que se utilizan en la industria vitivinicola. Las especies
pertenecientes a este género presentan hojas pubescentes con 5 nervaduras principales,
zarcillos compuestos o bifurcados, corteza no adherente y exfoliante, tallos sarmentosos
y nudos con diafragma. Ademas, todas tienen la capacidad de formar raices adventicias
que les permiten propagarse asexualmente mediante estacas (Keller 2010). A pesar de
que las especies silvestres son diclino monoicas, es decir, que presentan flores
masculinas y femeninas en la misma planta, todas las variedades cultivadas de Vitis
vinifera presentan flores hermafroditas o muy raramente flores funcionalmente
femeninas (Negrul 1938, Pratt 1971). Asimismo, el género Vitis se puede dividir en dos
grupos: el grupo Americano y el Grupo Euroasiatico (Keller 2010).

Dentro del grupo Euroasiatico, se encuentra Vitis vinifera L., la especie de mayor interés
a nivel mundial. Es originaria del oeste de Asia y Europa entre las latitudes 30°-50° N
(Mullins et al. 1992, Hardie 2000). A esta especie también se la puede clasificar dentro
de la variedad sativa o vinifera (Vitis vinifera var. vinifera). La misma tiene la
particularidad de ser resistente a suelos pesados y a la sequia. Las plantas pertenecientes
a V. vinifera var. vinifera se caracterizan por ser muy vigorosas, perennes, policarpicas
(florece mas de una vez durante su vida) y su follaje es caduco (pierde las hojas cada
afio en invierno). Presentan inflorescencias e infrutescencias en racimos compuestos.
Las flores son verdes y pequefias, presentan 5 sépalos fusionados, 5 pétalos también
fusionados que forman la caliptra (cuando florece se desprende desde la base hasta
caerse completamente), 5 estambres y un gineceo con dos lculos que pueden alojar un
méaximo de 4 semillas. Los frutos son bayas donde se pueden distinguir 3 zonas: el
epicarpo (piel u hollejo), el mesocarpo (pulpa) y el endocarpo (donde se encuentran las
semillas, Keller 2010).

1.2.1 El Malbec

El cultivar Malbec oriundo de la regién de Burdeos (Francia), ha encontrado en
Argentina condiciones ecologicas propicias para su desarrollo, principalmente en la
provincia de Mendoza, y se ha convertido en el cultivar emblema de la industria
nacional del vino (Stajner et al. 2009). Este cultivar muestra particularidades debidas a
las diferencias de clima y suelo, caracteristicas genéticas de las plantas, manejo del
vifiedo y méetodos de elaboracion. Segun datos del INV desde el afio 1993 a la fecha la
superficie implantada con esta variedad en el pais ha crecido un 240 % y ocupa el
primer lugar de importancia entre las variedades de alta calidad enoldgica destinadas a
elaborar vino (representa actualmente el 33,9 % a nivel nacional y 36 % en Mendoza,
Informe INV 2011/2012). En Argentina se encuentran implantadas 33864 ha con este
cultivar, de las cuales el 86 % se encuentran distribuidas en Mendoza (29281 ha). El
varietal Malbec argentino permite lograr vinos de excelente calidad que son apreciados
y reconocidos por los consumidores tanto a nivel nacional como internacional. En el afio
2012 ocupd el primer lugar en cuanto al volumen de vinos exportados (el 43 % de los
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vinos exportados fueron Malbec), siendo Estados Unidos el principal destino de
exportacion y seguido por Canada y el Reino Unido (Informe variedad Malbec INV
2013).

1.2.2 El cultivo de la vid en Argentina

Desde sus origenes la viticultura argentina se ha inclinado netamente hacia el cultivo de
variedades para vinificar. La historia de la vitivinicultura en Argentina se remonta a la
época de la colonizacion, ya que el cultivo de la vid estaba estrechamente relacionado
con las practicas agricolas de los colonos espafioles. Las primeras estacas de vid
llegaron a mediados del siglo XVI a Cuzco (Pert), de alli pasaron a Chile y a partir de
1551 fueron introducidas en la Argentina, propagandose por el centro, oeste y noroeste
del pais. En las provincias de Mendoza y San Juan se implantaron los primeros vifiedos
entre 1569 y 1589, donde se vieron favorecidos por éptimas condiciones climaticas y de
suelo. Asi, la vitivinicultura manifesté un amplio y acelerado desarrollo.

La vid es el cultivo fruticola mundial de mayor importancia econémica y, en conjunto
con la industria del vino, constituye una importante fuente de ingresos en la provincia de
Mendoza. Actualmente, la Republica Argentina posee una superficie cultivada con vid
de 223.034 ha, representando el 2,81 % de la superficie mundial (www.inv.com.ar).

La vitivinicultura es una de las principales actividades econémicas que se desarrolla en
Mendoza, la cual ha logrado un progreso importante en los Gltimos afios gracias a las
innovaciones tecnoldgicas y el uso de variedades con alto potencial cualitativo. Es la
provincia vitivinicola mas importante de Argentina y cuenta con 156570 ha de vifiedos,
representando el 70 % del total de la superficie de cultivo en el pais (223034 ha). Tiene
1200 bodegas, una produccion anual de 19,12 millones de qq de uva y 11,46 millones de
HL de vino, lo que representa el 75 % de la produccién total nacional (15,39 millones de
HL), segun el Instituto Nacional de Vitivinicultura (www.inv.com.ar).

1.2.3 Metabolismo de la vid

1.2.3.1 Desarrollo de la baya

El crecimiento de la baya se caracteriza por seguir una curva doble sigmoidea, en donde
se pueden distinguir tres fases durante las cuales ocurren profundos cambios
bioquimicos que determinan la composicion de aquella (Kanellis y Roubelakis-
Angelakis 1993, Coombe y McCarthy 2000). Durante la fase | ocurre una rapida
division celular y posterior aumento del volumen como consecuencia de la acumulacion
de solutos, entre los cuales se destacan los acidos tartarico y malico (Possner y Kliever
1985). Durante la fase II o “fase lag”, no se observan cambios de peso o volumen de las
bayas y los procesos bioquimicos que ocurren no son del todo claros; sin embargo se
sabe que durante el final de esta fase comienza la acumulacion de azucares, coincidente
con el comienzo de la maduracion de la baya o envero. Durante el final de la fase Il, la
mayor parte de los azucares importados a la baya desde las hojas son metabolizados.
Envero indica el comienzo de la fase 111, que se detecta facilmente en cultivares de vino
tinto por el cambio de color debido al aumento del contenido de antocianos. Ademas,
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esta fase se caracteriza por una disminucion de los &cidos organicos (principalmente
malico) y por un aumento marcado en el contenido de azucares, que se acumulan
principalmente en las vacuolas (Boss y Davies 2001, Conde et al. 2006). Si bien la
sacarosa es el principal azUcar transportado en vid (Swanson y EI-Shishiny 1958),
glucosa y fructosa constituyen los principales carbohidratos de la baya en todas las
etapas del desarrollo (Kliewer 1965).

1.2.3.2 Metabolismo y transporte de fotoasimilados

Las bayas, como "6rganos de demanda,” utilizan para su crecimiento carbohidratos
producidos durante la fotosintesis, y por lo tanto, la acumulacion de materia seca es
dependiente del CO fijado durante ese proceso.

Tanto en la hojas como en la fase | del desarrollo de la baya, hay aumentos en las
proteinas relacionadas con la fotosintesis: RuBisCo, RuBisCo activasa, ATPasas,
glutamina sintetasa (GS), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasas (GAPDHSs, Basha et
al. 2009). Sin embargo, durante la maduracion de la baya se ha demostrado una
disminucion en la actividad de RuBisCo, como asi también baja acumulacién de
proteinas relacionadas al fotosistema Il (PSII, Di Carli et al. 2010). En concordancia con
esto, los niveles de transcriptos de numerosos genes relacionados con la fotosintesis son
significativamente altos durante la fase | del desarrollo de la baya, disminuyendo su
expresion durante la Gltima etapa de maduracidn (Terrier et al. 2005, Waters et al.
2005); a excepcion de GS y GAPDHSs que se mantienen durante todo el proceso de
maduracion (Negri et al. 2008).

El carbono fijado durante la fotosintesis es utilizado tanto en la sintesis de almiddn
como de azucares. El almiddn se acumula temporalmente en cloroplasto, siendo la
sacarosa la forma de transporte a distancia donde se almacena como tal, se transforma
nuevamente en almiddn o en hidratos de carbono estructurales (Taiz y Zeiger 1998).

En vid, los carbohidratos producidos en la fotosintesis son exportados de la hoja como
sacarosa Yy transportados por floema al racimo (Swanson y El-Shishiny 1958, Conde et
al. 2007). Diferentes enzimas participan en la sintesis de sacarosa, tales como sacarosa
sintasa (SS) y sacarosa fosfato sintasa (SPS), la cual es desactivada por una quinasa y
activada mediante desfosforilacion catalizada por una SPS-fosfatasa. La enzima SS
cataliza tanto sintesis como degradacion de sacarosa, aunque su mayor concentracion en
tejidos que la degradan sugiere una funcion principalmente catabolica (Echeverria y
Humphreys 1985). En estudios realizados en plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon, se
encontré que la expresion de un gen que codifica para SS aumento gradualmente a lo
largo del desarrollo de las bayas, coincidente con una mayor acumulacion de hexosas en
el érgano (Deluc et al. 2007). La participacion de distintos transportadores de hexosas y
triosas fosfato identificados en vid varia durante las distintas etapas de desarrollo de la
baya (Fillion et al. 1999, Deluc et al. 2007). Mediante analisis in silico del genoma
completo de vid PN40024 (Vitis vinifera, genotipo altamente homocigota), se han
determinado 16 genes putativos que codifican para transportadores de hexosas (Johnson
et al. 2006, Bittner 2007), de los cuales s6lo 5 fueron caracterizados funcionalmente:
VWHT1, VVHT2, VVHT3, VVHT4 y VVHT5 (Hayes et al. 2007). Ademas, se han
identificado en este genotipo 3 genes putativos que codifican para transportadores de
sacarosa: VvSUC11, VwSUC12 y WSUC27 (Davies et al. 1999, Ageorges et al. 2000,
Manning et al. 2001), 2 genes que codifican para invertasas de membrana vacuolar:
VVGIN1 y VVGIN2 (Davies y Robinson 1996) y un gen que codifica para una invertasa
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de pared celular VvcwINV (Hayes et al. 2007). Mediante el uso de microarreglos y PCR
en tiempo real se detectaron cambios en los niveles de VVHTs, VvcwiINV, VVGINs y
VVSUCs durante el desarrollo de la baya de la vid (Davies y Robinson 1996, Ageorges
et al. 2000, Zhang et al. 2006, Deluc et al. 2007, Hayes et al. 2007). En este sentido, en
el cv. Cabernet Sauvignon se encontré que en la fase | aumentan los niveles de
expresion de los genes VVHT1 y VVHT3 para luego disminuir durante la “fase lag”, a
excepcion de VVHT3 que incrementa nuevamente su expresion durante el periodo de
almacenamiento de azUcares (fase 111). Mientras que no se observaron variaciones en los
niveles de transcriptos de VWHT2 y VvHT4 a lo largo del desarrollo de la baya, la
expresion de VVHTS aumento durante la Fase 111 (Hayes et al. 2007, Afoufa-Bastien et
al. 2010). Por otro lado, los genes VvSUC11 y VvSUC12 se expresaron principalmente
después de envero, mientras que la expresion de VvSUC27 estd asociada a estadios
tempranos del desarrollo de la baya (Davies et al. 1999). Estudios previos de nuestro
grupo con el cv. Malbec (Moreno et al. 2011) sugieren la participacion de
transportadores de hexosas durante envero, tal como seria el codificado por el gen
VVHTG6 que responde a estrés abidtico como radiacion UV-B (Pontin et al. 2010). Sin
embargo, otros investigadores no han encontrado correlacion de los genes VVHTS con
proteinas analogas de transporte (Giribaldi et al. 2007, 2010, Negri et al. 2008, Basha et
al. 2009).

Durante pre-envero, en la baya la sacarosa es desdoblada principalmente por invertasas
(GIN) de membrana vacuolar (Waters et al. 2005, Zhang et al. 2006, Giribaldi et al.
2007), mientras que a partir de envero las invertasas responsables de la catalisis son de
pared celular (VvcwlINV, Hayes et al. 2007). En bayas del cv. Barbera, mediante
analisis de electroforesis en gel de dos dimensiones (2-D) acoplado a LC-ESI-MS/MS
se identificaron dos invertasas vacuolares (GIN1,2) que disminuyen drasticamente
después de envero, asi como una invertasa de pared celular, IRV1, que se mantiene
inalterable. Ambas enzimas catalizan la degradacion irreversible de la sacarosa dando
como productos glucosa y fructosa. Estas observaciones se corresponden con un cambio
en la descarga floematica, que durante la fase 1 y Il del crecimiento de la baya es
simplastica (mediada por plasmodesmos) para luego ser apoplastica (mediada por
transportadores) a partir de envero (Boss y Davies 2001). De esta forma las células
acompafiantes de los elementos cribosos del floema descargan sacarosa al apoplasto,
que es desdoblada a glucosa y fructosa por la accion de invertasas de pared. Los
monosacaridos obtenidos, para poder ser almacenados, deben atravesar tanto la
membrana citoplasmatica como la vacuolar (tonoplasto) mediante los transportadores
citados anteriormente.

1.2.3.3 ABAYy la particion de fotoasimilados

Numerosos estudios han demostrado que la particion de asimilados es un proceso
regulado hormonalmente y que las plantas tienen la “habilidad” de re-direccionar los
recursos en respuesta a cambios ambientales y del desarrollo (Ho 1988, Wardlaw 1990,
Geiger y Servaites 1991). EI ABA aumenta el transporte de asimilados en el floema de
organos que son destinos econdmicamente importantes, como granos de cereales
(Travaglia et al. 2007) y frutas (LU et al. 1999, Opaskornkul et al. 1999), estimula la
captacion de nutrientes organicos (Guldan y Brun 1987, Yamaki y Asakura 1991), y
regula el metabolismo de asimilados (Brady 1987, Wayne y John 1996), aunque los
mecanismos de accion aun no se conocen. En plantas de vid se ha visto que los niveles
de ABA en bayas disminuyen luego de antesis, para incrementarse posteriormente en
envero (Coombe 1992). Ese incremento se correlacioné con un aumento en los niveles
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de transcriptos de una 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa involucrada en la biosintesis
de ABA (Deluc et al. 2007). Asimismo, Wheeler et al. (2009) observaron que el
transcripto que codifica para dicha enzima incrementaba con la aplicacion de ABA en
bayas del cv. Cabernet Sauvignon. Por lo que postularon que el ABA seria uno de los
principales responsables de desencadenar la maduracion en frutos no climatéricos dado
por su posible efecto autocatalitico como ocurre con el etileno en frutos climatéricos.
Hayes et al. (2010) observaron la existencia de dominios ABRE y SURE en la region
promotora de los genes VVHT1-5 y VvcwINV que actian como reguladores positivos en
cis por accion de ABA y azlcares, respectivamente. Ademas, se ha visto que
aplicaciones de ABA a plantas de vid a campo acelera drasticamente la maduracion de
las bayas, observandose un mayor contenido de azlcares y antocianos sobre todo en el
estadio fenologico de envero (Wheeler et al. 2009). Asimismo, estudios de nuestro
grupo de trabajo demostraron que las aplicaciones de ABA incrementan el contenido de
antocianos en hollejo a cosecha, como asi también el tamafio de las bayas (Berli et al.
2008, Quiroga et al. 2009). Por otro lado, estudios con plantas de maiz demostraron que
al aplicar ABA se incrementa el area de floema y xilema, favoreciendo asi el transporte
de fotoasimilados, agua y nutrientes hacia érganos econémicamente importantes de la
planta (Travaglia et al. 2012).

1.2.3.4 GAs Yy la particion de fotoasimilados

Las GAs regulan numerosos procesos bioquimicos y fisioldgicos durante el crecimiento
y desarrollo de la planta (Davies 2009). En estudios previos de nuestro equipo de
trabajo, Bastian et al. (1999) y Bastian (2000) observaron que GAjz promovio
acumulacion de carbohidratos y diminucion de almidon, estimulando quizas a-amilasas
tal como lo hace en aleurona de semillas en germinacion (Woodger et al. 2004). Es
posible que las GAs faciliten el transporte y acumulacion de fotoasimilados
favoreciendo la descarga desde la fuente (Daie 1987), ya que se ha demostrado que la
fotosintesis puede ser inhibida por acumulacion de productos (Sawada et al. 2001). En
uvas de mesa, la aplicacion de GAs se ha utilizado para aumentar biomasa y contenido
de azucares (Fidan et al. 1981, Nakamura y Hori 1985). Se ha visto que aumenta el
tamafo y fijacion de los racimos, descompactacion de los mismos y eliminacién de
semillas (Pires y Bothelo 2002). Asimismo, con aplicaciones después de la floracion se
ha observado en varios cultivares un incremento en el nimero, peso y tamafio de las
bayas (Pires et al. 1986, Kalil et al. 1999). Por otro lado, genera pérdida en la firmeza
del hollejo, reduccién en el nimero de semillas y aumento en el crecimiento del tallo. Se
ha visto también que aplicaciones de GA; en vid, producen un mayor grosor y
endurecimiento por lignificacion de pedicelos, asociado a una mayor acumulacién de
sacarosa y aumento en el nimero de células xilematicas (Fidan et al. 1981, Nakamura y
Hori 1985). Ademas, aplicaciones con giberelina Az (GA3) genera varios efectos
indeseables como aumento del vigor de las plantas con la consecuente reduccion en la
fertilidad de las yemas, desgranado del racimo en poscosecha y una mayor
susceptibilidad de los frutos a la podredumbre (Razeto y Espinoza 1990, Retamales et
al. 1995). A pesar de haber sido ampliamente estudiado en cultivares de uva de mesa, la
aplicacion de GA; sobre variedades viniferas ha sido poco probado y sus efectos son
aun menos conocidos. En estudios recientes de nuestro grupo de trabajo con vid cv.
Malbec, se ha visto que ABA y GAs regulan en forma diferencial la particion de
carbono, incrementando la acumulacion de azlcares en bayas (Moreno et al. 2011).
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Objetivos e hipotesis

1.3 Objetivo general

Estudiar el efecto regulador de ABA y GA; sobre la anatomia de los haces vasculares, el
metabolismo secundario y la expresién de genes involucrados en el metabolismo,
transporte y almacenaje de carbohidratos en plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv.
Malbec.

1.3.1 Objetivos especificos

Estudiar el efecto regulador de ABA y GA3 sobre el crecimiento, fijacion de CO,
y particién de fotoasimilados en plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.
Estudiar el efecto regulador de ABA y GAgs sobre la anatomia de haces
vasculares de hojas, tallos y pedicelos de bayas y la conductividad hidraulica del
tallo en plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.

Estudiar el efecto regulador de ABA y GAj sobre el perfil de carbohidratos y
acidos organicos en hojas y bayas de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv.
Malbec.

Estudiar el efecto regulador de ABA y GA; sobre la expresion de genes que
codifican para transportadores de hexosas y sacarosa e invertasas vacuolares y
de pared celular en hojas y bayas de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.
Estudiar el efecto regulador de ABA y GA; sobre el perfil de aminoacidos,
terpenos, antocianos y polifenoles de bajo peso molecular en plantas de vid
(Vitis vinifera L.) cv. Malbec.

1.4 Hipdtesis de trabajo

GA; promueve la particion de fotoasimilados hacia las bayas incrementando la
fijacion de CO; por una estimulacion del crecimiento vegetativo de las plantas
de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec; mientras que ABA promueve la particion
de fotoasimilados hacia las bayas sin modificar la fijacion de CO, ni el
crecimiento vegetativo de las plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.

ABA y GA; incrementan el area de floema y xilema de los tejidos vasculares de
hojas, tallos y pedicelos de bayas que se traducen en un aumento de la
conductividad hidraulica del tallo y en un aumento en la acumulacion de glucosa
y fructosa en las bayas de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.

ABA y GA; modulan de forma diferencial el perfil de carbohidratos y acidos
organicos en hojas y bayas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.

ABA y GA; sobre expresan los genes que codifican para transportadores de
azUcares e invertasas tanto en hojas como en bayas de plantas de vid (Vitis
vinifera L.) cv. Malbec.

ABA y GA; modulan de forma diferencial el perfil de terpenos, aminoacidos,
antocianos y polifenoles de bajo peso molecular en hojas, bayas y raices de
plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.



Capitulo 2: Efecto regulador de ABA y GA; sobre parametros de
crecimiento, parametros fisiologicos y la particion de fotoasimilados en
plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.
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2.1 Introduccion

La particion de fotoasimilados es el proceso mediante el cual el carbono es distribuido
desde las hojas fotosintéticamente activas hacia el resto de los 6rganos y tejidos
heterotréficos de la planta. Es un proceso que regula fuertemente el crecimiento y
desarrollo de las plantas, como asi también el rendimiento a cosecha (Genard et al.
2008). En la mayoria de las plantas superiores, salvo algunas excepciones, la sacarosa es
el principal azlcar transportado (Avigad 1982, Kuhn et al. 1999, Zapata et al. 2004),
mientras que el almidon es el polisacarido de reserva (Zapata et al. 2004). Asimismo,
los distintos érganos y tejidos heterotréficos compiten por los fotoasimilados y, por lo
tanto, su distribucion determina si la planta favorece el crecimiento vegetativo, el
desarrollo reproductivo o la acumulacion de almidén.

Segun lo explicado anteriormente, la fotosintesis es el primer proceso metabolico a
considerar en la particién de fotoasimilados. Durante la misma, el CO, y el fosfato
inorgénico son convertidos en triosas fosfatos, que luego son metabolizadas en sacarosa
para ser utilizado en el transporte hacia 6rganos destinos. Sin embargo, una parte de las
triosas fosfato es retenida en el cloroplasto para la sintesis de almidén y desdoblado a
sacarosa durante la noche para continuar con el proceso de translocacion. La caida de la
tasa fotosintética puede ser inducida tanto por limitaciones estomaticas como no
estomaticas. En el primer caso, una baja tasa fotosintética puede deberse al cierre parcial
de estomas que trae aparejado una disminucion de la concentracion del CO, en la
cavidad sub-estomatica (Sanchez-Diaz et al. 2004). En el segundo caso, una reduccion
en la conductancia del mesofilo disminuye la concentracién de CO; en los cloroplastos
de las células del parénguima en empalizada y, por lo tanto, disminuye la actividad de la
enzima Rubisco por falta de sustrato (Flexas et al. 2002, 2009). La conductancia del
mesofilo es de particular importancia en aquellas especies hipostomaticas, es decir, en
aquellas especies cuyos estomas se encuentran Unicamente en la cara abaxial de las
hojas, como es el caso de la vid. Otros autores sugieren que las limitaciones no
estomaticas de la fotosintesis son atribuibles a una baja eficiencia de carboxilacién
como asi también a una disminucion del contenido y/o actividad de la Rubisco (Long et
al. 2004). Asimismo, tanto la reduccion de la conductancia estomatica como la del
mesofilo son las principales causas de la caida de la tasa fotosintética en plantas de vid
con estrés hidrico (Flexas et al. 2010). Sin embargo, en estudios con yerba mate (llex
paraguariensis A. St. Hil.), aplicaciones con ABA mostraron un cierre parcial de
estomas sin que esto afectara la fotosintesis neta. Esto llevo a la promocion del
crecimiento vegetativo por una disminucion de la pérdida de agua por transpiracién y el
consiguiente incremento del potencial de turgencia de las células de las hojas (Sansberro
et al. 2004). Por otro lado, la fuerza de los destinos pueden incrementar la actividad
fotosintética de las hojas (Bazzaz et al. 1987, Kaitaniemi y Honkanen 1996). En este
sentido, Subrahmanyam y Rathore (1992) encontraron que, en plantas de mostaza
tratadas con GAj3, la exportacion de fotoasimilados desde los 6rganos fuentes hacia los
organos destinos incrementd significativamente debido a una estimulacion de la
actividad de los destinos. Ademas, GA3 estimula la actividad de o-amilasas (Kinet 1993,
Woodger et al. 2004) disminuyendo el contenido de almidén en hojas (Bastian et al.
1999) y, por consiguiente, incrementa la actividad fotosintética al disminuir la
inhibicion por retroalimentacion (Sawada et al. 2001).
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La excelencia del vino esta directamente relacionada con la calidad de las bayas, por lo
que es de suma importancia asegurar una elevada concentracion de azlcares en las
mismas a cosecha. Ademas, un buen tenor azucarino no solo es de importancia para ser
usado como sustrato en la obtencion de alcohol durante el proceso de vinificacion, sino
que también los azlcares actGan como esqueletos carbonados para la sintesis de
metabolitos secundarios (Hornsey 2007), favoreciendo las caracteristicas organolépticas
del producto final. En este sentido, las fitohormonas podrian ser compuestos claves en la
regulacion de la sintesis de carbono como asi también de su transporte a 6rganos
destinos (Davies 2009, Wheeler et al. 2009).
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Material vegetal y condiciones experimentales

Para llevar a cabo el experimento se hizo crecer en macetas plantas de vid (Vitis vinifera
L.) de un afio de la variedad Malbec sometidas a condiciones de campo en el Instituto de
Biologia Agricola de Mendoza, Lujan de Cuyo. Para ello, se forzé a enraizar estacas de
20 cm de longitud extraidas, en el invierno de la temporada anterior, de un vifiedo
experimental situado en el INTA-Mendoza. Previamente, la base de las estacas fueron
sumergidas en una solucion de 0,6 uM de ANA (acido naftalen acético) durante 24 h y
se llevaron a cdmara de forzadura. Alli, se colocaron en perlita manteniendo la base a 28
°C, a traves de un sistema de calefaccion por tuberias, mientras que la seccion
superficial de las estacas fue mantenida a una temperatura de 4 °C. Luego de 5 semanas,
se transplantaron los barbechos (estacas enraizadas) a macetas de 10 L conteniendo
como sustrato 100 % de orujo agotado. Una vez llegada la primavera, se eligio el mejor
brote de cada planta y se lo dejé crecer durante toda la temporada. Asimismo, se
ralearon las plantas a un solo racimo para facilitar los experimentos de transporte de
carbono. Las mismas se regaron durante todo el ensayo con una frecuencia de 2 dias
hasta capacidad de campo para evitar estrés hidrico.

Se plante6 un disefio experimental totalmente aleatorizado con 3 tratamientos y 8
réplicas por cada momento de desarrollo de la baya (pre-envero, envero y post-envero,
72 plantas en total), tomando como unidad experimental una planta. Los tratamientos
consistieron en asperjar la planta entera con soluciones de ABA, GA3 y agua+Triton X-
100 (control) semanalmente, desde post-cuaje (10 dias después de antesis, DDA) hasta
madurez completa de la baya (130 DDA). Las mismas fueron aplicadas con un aspersor
manual al atardecer para minimizar la fotodegradacion del ABA. La dosis de cada uno
de los tratamientos fueron elegidas de acuerdo a experiencias previas de nuestro grupo
de trabajo (Quiroga et al. 2009, Berli et al. 2010, Moreno et al. 2011), a saber: 250 ug
mL* ABA (+-S-cis, trans &cido abscisico, PROTONE SL, Valent BioSciences,
Libertyville, IL, USA), 500 pg mL™ GA; (GIBERELINA KA , S. Ando & Cia. SA,
Buenos Aires, Argentina) y control (agua+Tritdn X-100). En todas las soluciones se
agreg6 0,05 % de Tritdn X-100 como surfactante.

Si bien el experimento fue finalizado en madurez completa de la baya (130 DDA), la
mayoria de las mediciones fisiol6gicas, bioguimicas y anatomicas se realizaron en 100
% envero, donde todas las bayas del racimo han cambiado de color pasando del verde al
violeta. Esto se debid a que en este estadio fenoldgico ocurren los cambios fisiol6gicos
y bioquimicos mas sustanciales en la planta. Por otro lado, se observo que las
aplicaciones con ABA adelantaban una semana el envero, mientras que las aplicaciones
con GAglo retrasaban 5 dias con respecto al control. Es decir, que en las plantas tratadas
con ABA el cambio de color de las bayas se observé a los 63 DDA, mientras que las
tratadas con GAg3 lo hicieron a los 75 DDA, cinco dias mas tarde que el control (70
DDA). Debido a este fendmeno, las muestras de hojas y bayas se extrajeron cuando
cada una de las plantas llegd a envero y no en una fecha arbitraria. Esto ayudo a
minimizar interpretaciones erroneas de los resultados, ya que muchos de los procesos
fisiolégicos y bioquimicos de las plantas de vid estan fuertemente influenciados por el
desarrollo. Sin embargo, las muestras de pre-envero y post-envero se extrajeron la
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misma fecha independientemente del tratamiento aplicado, es decir 30 y 130 DDA
respectivamente.

2.2.2 Parametros de crecimiento

El largo del brote, el largo de entrenudos, el nimero de nudos por planta, el area foliar
total y el peso especifico de las hojas de la planta fueron medidos a los 62 DDA, es
decir, el dia previo a la extraccion de las muestras de envero del tratamiento con ABA.

2.2.2.1 Largo del brote, largo de entrenudos y nimero de nudos por planta

Se determind el largo del brote (cm) de cada una de las plantas utilizando una cinta
métrica, contabilizando, al mismo tiempo, el nimero de nudos por planta. Asimismo, el
largo de entrenudos (cm) se estimé dividiendo el largo del brote por el nimero de nudos
de cada planta.

2.2.2.2 Area foliar total

Se extrajeron 10 hojas de 10 plantas que fueron crecidas en las mismas condiciones que
las tratadas, eligiendo hojas apicales, medias y basales del brote. Una vez recolectadas
las 100 hojas, se las colocd en una bolsa de plastico, previamente rociada con agua para
evitar su deshidratacion, y se las llevo al laboratorio. Alli, se determind el largo de la
nervadura central, el peso de dos discos de hoja de 1 cm? (extraido con sacabocado) y el
peso total de cada una de las hojas. Con los valores de pesos de la hoja y de los discos se
estimd el area total de cada hoja y, luego, se lo correlacioné con el largo de la nervadura
central. Se generd asi un modelo cuyo coeficiente de regresién (R?) fue superior a 0,9.
Posteriormente, el modelo se utiliz6 para transformar los valores de largo de nervadura
central, medidos en todas las hojas de cada planta, en valores de area foliar (Figura 2.1).
Para determinar el area foliar total de la planta se sumé el area foliar de cada hoja de
cada planta.
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Figura 2.1. Grafico de correlacién entre area foliar y el largo de nervadura. Se muestra el modelo de
regresion y el R%
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2.2.2.3 Peso especifico de las hojas

Para determinar el peso especifico de las hojas, dos hojas de la parte media del tallo de
cada planta fueron extraidas e inmediatamente colocadas en bolsas de plastico y
llevadas al laboratorio. Luego, 4 discos, de la parte media de la hoja, de 1 cm? fueron
extraidos de cada una con un sacabocado, teniendo especial cuidado en evitar tomar la
nervadura central y secundarias. Los 32 discos (4x8) de cada tratamiento se secaron en
estufa a 60 °C hasta peso constante. Finalmente, los valores fueron expresados en g m™.

2.2.3 Parametros fisiologicos

2.2.3.1 Fotosintesis neta y conductancia estomatica

La fotosintesis neta (Pn, pmol CO, m?s™) y la conductancia estomatica (gs, mmol H,O
m™s™) por unidad de area fueron determinadas utilizando un analizador de gases por
infrarrojo IRGA CIRAS-2 (PP System, Amesbury, MA, USA) durante una semana,
desde los 57 DDA hasta los 62 DDA, coincidente con la semana previa a la extraccion
de las muestras de envero del tratamiento ABA. Las lecturas se realizaron por la
mafana, desde las 9:00 h hasta las 11:00 h sobre hojas completamente expandidas
(10™-12" hoja a partir del apice). Para estimar la Pn y la gs por planta, los valores
obtenidos por unidad de area se multiplicaron por el area foliar de cada planta, calculada
a los 62 DDA, y fueron expresadas como pmol CO, planta™ s* y mmol H,0 planta™’s™
respectivamente.

2.2.3.2 Pigmentos fotosintéticos

El contenido total de clorofilas de la hoja (clorofila a y clorofila b) fue medido a los 62
DDA, a través de un método no destructivo utilizando un medidor de clorofila a campo
(SPAD-502Plus, KONICA MINOLTA, Osaka, Japan). Las mediciones se tomaron en la
zona media de la hoja, y entre la nervadura central y el margen de la misma; tomando
cinco hojas de la parte media del brote de cada planta. Los valores fueron expresados en
unidades SPAD.

2.2.4 Analisis anatdmicos

2.2.4.1 Improntas

La densidad estomatica fue determinada en envero tomando dos improntas de la cara
abaxial de una hoja completamente expandida (13" hoja) de todas las plantas de cada
tratamiento (16 improntas por tratamiento), utilizando esmalte de ufias transparente. Se
tomaron sélo de la cara abaxial debido a que la vid es una especie hipoestomatica, es
decir, que el 100 % de los estomas se encuentran en esa cara de la hoja. Las improntas
fueron realizadas en la parte media de cada lado de la nervadura central. Esto es, entre la
base y el apice de la hoja y entre el margen y la nervadura central de la misma. Una vez
secas, se extrajeron y se las colocaron sobre un portaobjeto tapandolas con un
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cubreobjeto y sellando los bordes también con esmalte para ufias transparente para ser
vistas, luego, bajo el microscopio optico (40X). Se tomaron 3 fotografias representativas
por impronta con una camara AxioCam HRc anexada al microscopio Optico Zeiss
Axiphot (Carl Zeiss, Gottingen, Germany). Por lo tanto, la densidad estomatica fue
calculada como la media del niimero de estomas por mm? de 6 fotografias por hoja. Para
analizar las fotografias se utilizé el programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics Inc,
Rockville, MD, USA).

2.2.5 Particion de fotoasimilados

Cuando cada una de las plantas de cada tratamiento llegd a envero, 4 plantas de las 8
réplicas por tratamiento fueron separadas en hojas, tallo, raiz y bayas; dejando a las
restantes 4 seguir creciendo para los analisis de post-envero. A cada una de las partes se
las colocd en bandejas de aluminio y se las llevo a estufa a 60 °C hasta peso constante
para determinar el peso seco (PS, g) de cada una de las partes. Luego, se determind el
PS total de la planta sumando el PS de cada una de las partes, mientras que la particion
de fotoasimilados se estimd mediante el porcentaje de PS de hojas, tallo, raiz y bayas
con respecto al PS total.

2.2.6 Andlisis de datos

Para analizar estadisticamente los datos se realizé un analisis de la varianza de una via
(ANOVA) y posterior prueba de comparacion de medias utilizando el estadigrafo LSD
de Fisher. Se fijo un nivel de significancia de p < 0,05 para diferenciar entre medias
utilizando el programa InfoStat (http://sites.google.com/site/fgstatistics).
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2.3 Resultados

2.3.1 Efecto de ABA y GA; sobre la fenologia y los parametros de
crecimiento

Como se explico anteriormente, el tratamiento con ABA adelantd el inicio de la
maduracion de las bayas en 7 dias (63 DDA), mientras que las aplicaciones con GA; la
retrasaron 5 dias (75 DDA) con respecto al control (70 DDA).

Se observé que las aplicaciones con ABA no modificaron el area foliar total, el largo del
brote, el largo de entrenudos ni el peso especifico de las hojas con respecto al
tratamiento control (Cuadro 2.1). Por otro lado, las aplicaciones con GA3 produjeron un
crecimiento exacerbado de la parte aérea, en donde se observd un incremento
significativo del area foliar total y del largo del brote, pero una disminucion significativa
del peso especifico de las hojas con respecto a los restantes tratamientos (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Pardmetros de crecimiento de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec medidos a los 62
DAA. Los valores corresponden a medias + EE, n=8. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (p < 0,05). LB: largo del brote; LE: Largo del entrenudo; AFT: &rea foliar total; PEH:
peso especifico de hojas.

Tratamiento LB (cm) LE (cm) N° de nudos  AFT (cm?10%) PEH (g m?)
Control 156.40 £8.91b 415+0.22b 37.75%x0.77 a 233+0.11b 71.01+£356 a
ABA 164.28 £ 11.37 Db 425+0.21b 37.71+1.04a 237+0.12b 68.33+2.19a
GA; 199.11+3.25a 506 £0.08a 37.71x1.04a 3.06£0.09a 49.69+3.83b

2.3.2 Efecto de ABA y GA; sobre los parametros fisioldgicos y la densidad
estomatica

Las aplicaciones con ABA produjeron una caida en la conductancia estomatica (gs) y
por lo tanto en la fijacion neta de CO, por unidad de area durante los primeros tres y dos
dias post-aplicacion, respectivamente, con respecto al control. Luego, los valores fueron
en aumento hasta alcanzar a aquellos del tratamiento control (Figura 2.2 A y B). El
mismo patron fue observado cuando los valores de Pn y gs fueron expresados por unidad
de planta entera (Figura 2.2 C y D). Asimismo, no hubo diferencias significativas en el
contenido de clorofilas totales ni en la densidad estomética entre el tratamiento con
ABA vy el tratamiento control (Figura 2.3 y Figura 2.4). Por otro lado, las aplicaciones
con GA; provocaron una disminucion significativa tanto en la fotosintesis neta como en
la conductancia estomatica cuando éstas se expresaron por unidad de area (Figura 2.2 A
y B). Mientras que, cuando fueron expresadas por unidad de planta entera, no se
observaron diferencias entre GAs y el control (Figura 2.2 C y D). Ademas, la densidad
estomatica y el contenido de clorofilas totales disminuyeron por la aplicacion de GA3
(Figura 2.3 y Figura 2.4).
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Figura 2.2. Efecto de ABA y GA; sobre la fotosintesis y conductancia estomatica en Vitis vinifera L. cv.
Malbec. (A), conductancia estomatica expresada por unidad de area (g, mmol H,O m? s); (B),
fotosintesis neta expresada por unidad de &rea (Pn, pmol CO, m? s™); (C), conductancia estomatica
expresada por unidad de planta entera (g, mmol H,O planta™ s); (D), fotosintesis neta expresada por
unidad de planta entera (Pn, umol CO, planta™ s™) medidas desde los 57 hasta los 62 DDA (dias después
de antesis). Los valores corresponden a las medias + EE, n=8. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada momento de cada tratamiento (p < 0,05).
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Figura 2.3. Efecto de ABA y GA; sobre la densidad estomatica en Vitis vinifera L. cv Malbec. (A), densidad
estomatica (DE, n° de estomas mm) en hojas de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec en envero (a los
70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas
con GAg).Los valores corresponden a medias + EE, n=16. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (p < 0,05). Fotografias de improntas; (B), control; (C), ABA; (D), GAs.
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Figura 2.4. Pigmentos fotosintéticos (Unidades SPAD) en hojas de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv.
Malbec medidos a los 62 DDA. Los valores corresponden a medias = EE, n=8. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

2.3.3 Efecto de ABA y GA; sobre la particion de fotoasimilados

Si bien las aplicaciones con GA3 produjeron un crecimiento exacerbado de la parte aérea
de las plantas, el peso seco (PS) total de las mismas no se modificé con respecto al
control (Figura 2.5 A). Asimismo, no se observaron diferencias significativas entre el
PS total de las plantas tratadas con ABA vy las plantas control en envero (Figura 2.5 A).
Sin embargo, segun la proporcion de PS de cada uno de los 6rganos en estudio en
envero (Figura 2.5 B), se observo que hubo un mayor transporte de carbono hacia las
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bayas tratadas con ABA (18,29 %) que con respecto al control (12,37 %) en detrimento
de las hojas (29,89 % en relacion al 33,38 % del control) y tallo (40,08 % en relacion al
43,28 % del control). Por otro lado, el mayor transporte de carbono en las plantas
tratadas con GA; fue destinado al tallo (65,59 %) en comparacion con el control (43,28
%) en detrimento de los restantes drganos de la planta. Por ejemplo, el porcentaje de PS
de la raiz (5,38 %), de las hojas (20,36 %) y de las bayas (8,67 %) fueron
significativamente inferiores que los porcentajes de PS de raiz (10,97 %), hojas (33,38
%) y de bayas (12,37 %) de las plantas control (Figura 2.5 B).
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Figura 2.5. Efecto de ABA y GA; sobre el peso seco total y la distribucion de fotoasimilados en Vitis
vinifera L. cv. Malbec. (A), peso seco total (g) y (B), distribucion del peso seco (% de PS) en las
diferentes partes de la planta de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec en envero (a los 70 DDA en plantas
control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj). Los
valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,05).
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2.4 Discusion

Como en la mayoria de los frutos, la acumulacion de azlcares en las bayas de vid no
solo depende de la cantidad de carbono fijado durante la fotosintesis sino que también es
dependiente de la fuerza con que ese destino “atrae” los fotoasimilados producidos en la
hoja. En el presente trabajo, se observd que el tratamiento con ABA modifico la
fenologia de las bayas adelantando el envero unos 7 dias (63 DDA) con respecto al
control (70 DDA), confirmando el rol promotor del ABA en el transporte de carbono
desde las hojas (fuente) hacia los frutos (destinos, Yang y Zhang 2006, Travaglia et al.
2007, Travaglia et al. 2009, Moreno et al. 2011), y por lo tanto en la regulacién de la
maduracion (Wheeler et al. 2009). En contraposicion, las aplicaciones con GAg
retrasaron la maduracion de los frutos unos 5 dias (75 DDA) con respecto al control.

Como fue de esperarse, las aplicaciones con GA3 incrementaron tanto el largo del tallo
como asi también el area foliar total. EI mayor largo del tallo fue debido exclusivamente
al crecimiento de los entrenudos mas que a una mayor cantidad de entrenudos. Por otro
lado, la mayor expansion foliar trajo como resultado hojas mas delgadas, en
coincidencia con el menor peso especifico de las mismas. Asimismo, el incremento en
el area foliar total no trajo aparejado un aumento de Pn, como se penso en su momento,
debido al bajo contenido de clorofilas y de estomas por unidad de area como se discutird
maés adelante.

Las aplicaciones con ABA mostraron una disminucion momentéanea de la Pn tanto por
unidad de area como por unidad de planta entera, la cual fue atribuible al cierre parcial
de estomas. Asimismo, los valores, al cabo de dos dias, igualaron a los del control
posiblemente a una regulacion homeostatica de la planta para controlar el contenido
endogeno de ABA. Esto pudo haber sido mediante una disminucién de la biosintesis, a
través de inactivacion por glicosilacién o, como fue demostrado por Kushiro et al.
(2004), mediante catabolismo via ABA-8’-hidroxilasa. Por otro lado, las aplicaciones
con GA3; mostraron una disminucion significativa tanto de Pn como de gs cuando se
expresaron por unidad de area, mientras que los valores de estas dos variables fueron
semejantes a las del control cuando fueron expresadas por unidad de planta entera.
Ademas, las plantas tratadas con GAz; mostraron una disminucion en el contenido de los
pigmentos fotosintéticos totales como asi también de la densidad estomatica. Teniendo
en cuenta lo anterior, se postula que tanto la caida en la tasa de fijacion de carbono
como de la conductancia estomética fue debida a un efecto de dilucién, dado al
incremento del area foliar total, mas que por algun efecto regulador de GAs.

Los valores de PS de las plantas no variaron entre los distintos tratamientos en
concordancia con los valores de fijacion neta de carbono de cada uno de los
tratamientos. La particién de fotoasimilados hacia los distintos 6rganos de la planta fue
estimada a partir del porcentaje de PS de cada uno de los 6rganos. En este sentido se
encontré que ABA promovio el transporte de carbono desde las hojas hacia los frutos en
coincidencia con el adelantamiento del inicio de la maduracion de los frutos. Asimismo,
es probable que ABA aumente la fuerza de las bayas como érgano destino a través de
distintos mecanismos, los cuales seran tratados en los siguientes capitulos de la presente
tesis. Por otro lado, GA; priorizé el transporte de carbono desde las hojas hacia el tallo.
Por esta razon, las plantas tratadas con GA3 retrasaron el comienzo de la maduracion de
los frutos, ya que, al fotosintetizar lo mismo que las plantas control, el carbono
disponible fue utilizado como elemento constituyente de las paredes celulares de fibras



36

xilematicas y de elementos del vaso; en lugar de ser acumulado en las vacuolas de las
bayas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos de éste capitulo, en
ésta seccion, se puede aceptar parcialmente la hipotesis de trabajo 1. Es decir, el ABA si
promueve el transporte de carbono hacia las bayas del cv. Malbec sin afectar la
fotosintesis neta ni el crecimiento general de las plantas. Por otro lado, GA3 no
promueve la localizacion de carbono en las bayas ni tampoco estimula la fijacion neta
de CO,, pero si estimula el crecimiento vegetativo de las plantas del cv. Malbec.



Capitulo 3: Efecto regulador de ABA y GA3 sobre la anatomia
vascular, la conductividad hidraulica del tallo y el perfil de
carbohidratos no estructurales y &cidos organicos en plantas de vid
(Vitis vinifera L.) cv. Malbec.
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3.1 Introduccidn

La vid, en relacion a la industria vitivinicola, es uno de los cultivos de mayor
importancia economica a nivel mundial. La excelencia de los vinos estd directamente
relacionada con la calidad de los frutos, por lo tanto, la acumulacion de azlcares y la
sintesis de metabolitos secundarios juegan un papel fundamental. En la vid, los
carbohidratos producidos en las hojas son exportados hacia las bayas a través del floema
en forma de sacarosa (Conde et al. 2007). Este disacarido migra desde las células
parenquimaticas del mesofilo hacia el complejo célula acompafiante-elemento del tubo
criboso de las nervaduras de la hoja via plasmodesmos, mediante un proceso
denominado carga floematica (Sauer 2007, Turgeon y Wolf 2009, Dinant y Lemoine
2010). Asimismo, segln la frecuencia de plasmodesmos que conectan a las celulas del
mesofilo con las células del floema, se han divido a las especies en tres grupos: el grupo
1 que presentan una alta frecuencia de conexiones plasmodésmicas, el grupo 2 que
presentan las menores frecuencias y el grupo 1-2a que presentan frecuencias intermedias
(Gamalei 1989, 1991). Ademas, se ha postulado que aquellas especies pertenecientes al
grupo 1 realizan la carga floematica de forma pasiva, es decir, via plasmodesmos
siguiendo un gradiente de concentracion; mientras que las especies del grupo 2 lo harian
mediante carga activa, via transportadores de aztcares. Sumado a lo anterior, se ha visto
que aquellas especies pertenecientes al grupo 1 corresponden a familias de plantas
lefiosas y arbustos, como es el caso de la vid, mientras que aquellas del grupo 2
pertenecen a plantas herbéaceas (Gamalei 1989,1991, van Bel y Gamalei 1992, Slewinski
et al. 2013). Por lo expuesto anteriormente, en vid es importante conocer la variacion en
los contenidos de sacarosa y de otros carbohidratos no estructurales para estimar la
carga floematica en las nervaduras de las hojas.

A lo largo del desarrollo de las bayas, estas sufren cambios bioquimicos que las llevan a
acumular grandes cantidades de hexosas como asi también metabolitos secundarios que
estan directamente relacionados con las caracteristicas organolépticas de los frutos y
posteriormente de los vinos. De este modo, a partir del establecimiento de los frutos o
“cuaje”, la sacarosa que llega desde las hojas es utilizada para el crecimiento de la baya
por division celular y al mismo tiempo se metaboliza para formar y acumular acidos
organicos, dentro de los cuales, los mas importantes son el acido malico y el acido
tartarico (Coombe 1992, Possner y Kliewer 1985). De acuerdo con Kliewer (1966), los
acidos malico y tartarico representan del 69-92 % de los acidos organicos en hojas y
bayas de vid. La acumulacion de los mismos en bayas continta hasta llegar a un pico en
envero para después disminuir al ser catabolizados por respiracion o ser metabolizados
en azucares. El acido que sufre el mayor catabolismo es el acido malico, por lo que el
acido tartarico es el responsable de la acidez de los vinos, factor muy importante en la
calidad de los mismos (Conde et al. 2007). La biosintesis del acido tartarico en las bayas
comienza con el &cido L-ascorbico. Un paso clave en la formacion del &cido tartérico es
el clivaje de un intermediario de 6 carbonos en la posicion C2/C3 o C4/C5, dependiendo
de las especies. La reaccidén da como productos acido oxalico y L-treonato, que luego es
convertido en acido tartarico mas un compuesto de 2 atomos de carbono como puede ser
el glicoaldehido (Loewus 1999). Asimismo, la biosintesis del &cido tartarico ocurre
Unicamente desde post-antesis hasta envero (Saito y Kasai 1982, Coombe y McCarthy
2000, de Bolt et al. 2006). Por otro lado, la sintesis del acido malico se realiza a través
de la B-carboxilacion del acido fosfoenolpirtvico mediante la enzima fosfoenolpiruvato
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carboxilasa para dar como producto al oxalacetato (Meynhardt 1963, 1965, Ribéreau-
Gayon 1968, Hawker 1969), que sera reducido a acido malico mediante la enzima
citosolica malato deshidrogenasa (Meynhardt 1965, Hawker 1969). EIl catabolismo se
lleva a cabo mediante tres vias, por un lado, la enzima citosélica NADP-malica cataliza
la descarboxilacién oxidativa dando como productos el &cido piravico y CO, (Hawker
1969, Possner et al. 1981, Ruffner et al. 1984). La segunda y tercera via se realizan en la
mitocondria, en este sentido la degradacion puede ocurrir a través de la enzima malato
deshidrogenasa o la enzima NADP-malica mitocondrial que dan como productos al
acido oxalaceético y al acido piravico méas CO,, respectivamente. Se ha encontrado que
el balance entre la sintesis y el catabolismo del acido malico esta regulado mediante la
temperatura. De este modo, temperaturas de 20-25 °C favorecen la actividad de la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa, mientras que temperaturas mayores, de hasta 46
°C, incrementan la actividad de las enzimas mélicas (Conde et al. 2007). Por lo expuesto
anteriormente, las uvas que se producen en regiones frias como las del norte de la
Patagonia y zonas altas de Mendoza tendran mayor acidez que aquellas producidas en
zonas calidas como las del Este de Mendoza y de San Juan.

A partir de envero comienza la acumulacion masiva de hexosas como glucosa y fructosa
en las vacuolas de las células del mesocarpo de los frutos. Aproximadamente 20 dias
después de comenzado este estadio fenoldgico, la concentracion de hexosas puede llegar
hasta cerca de 1 M, con una relacion glucosa/fructosa cercana a 1. Debido a que la
sacarosa es el principal azlcar transportado desde las hojas hasta las bayas, la rapida
acumulaciéon de hexosas involucra la actividad de invertasas de pared, citosolicas y
vacuolares (Fillion et al. 1999, Conde et al. 2007).

El crecimiento radial de los tallos esta determinado por el crecimiento y desarrollo de
los tejidos vasculares, estimulados por el meristema secundario denominado cambium.
Asimismo, el crecimiento secundario afecta el crecimiento general de las plantas ya que
esta involucrado directamente en el transporte de agua, nutrientes y fotoasimilados. Es
sabido que el crecimiento y desarrollo de las plantas estd bajo un estricto control
ambiental y hormonal. Por su parte, las hormonas pueden tener un efecto directo o
indirecto (crosstalk) en la participacion de la estimulacién del cambium o en la
diferenciacion de las células del floema y xilema. A la fecha, se ha determinado que
tanto auxinas, citoquininas, GAs, ABA, etileno como estrigolactonas estan involucradas
en tales procesos (Sorce et al. 2013), y que las auxinas y citoquininas han sido, por
mucho, las méas estudiadas en lo que crecimiento secundario se refiere (Tuominen et al.
1997, Aloni 2001, Milioni et al. 2001, Moyle et al. 2002, Bhalerao y Bennet 2003,
Carlsbecker y Helariutta 2005, Sieburth y Deyholos 2006, Matsumoto-Kitano et al.
2008, Nieminen et al. 2008). Por otro lado, las GAs han vuelto a ser centro de interés en
los ultimos afios (Bjorklund et al. 2007, Dayan et al. 2010, Ragni et al. 2011), mientras
que el accionar mediado por ABA en el crecimiento y desarrollo de los tejidos
vasculares ha sido menos estudiado.

Dayan et al. (2012), trabajando con plantas mutantes de tabaco, observaron que las
auxinas estarian involucradas en la diferenciacion de los elementos del vaso, mientras
que las GAs participarian en la diferenciacion y elongacion de las fibras xilematicas.
También observaron un efecto sinérgico entre ambos reguladores, en donde la ausencia
de uno u otro daba como resultado un desarrollo deficiente del xilema por inhibicion de
la actividad del cambium. Del mismo modo, Bjérklund et al. (2007) sugieren que las
GAs actuarian de forma indirecta en el desarrollo de los elementos del vaso, ya que
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observaron que estas hormonas estimularon la expresion de los transportadores de
auxinas en el cambium. Si bien se ha estudiado el efecto que producen las GAs en
relacion a los tejidos vasculares en diferentes especies como tabaco, &lamo y lino
(Eriksson et al. 2000, McKenzie y Deyholos 2011, Ragni et al. 2011, Dayan et al. 2012),
por el momento poco se sabe de sus efectos en vid.

En relacion al ABA, hay cierta controversia en lo que respecta a su participacion en la
diferenciacion y crecimiento del xilema y floema. Por un lado, se ha encontrado que el
ABA inhibe el crecimiento secundario al ralentizar la actividad del cambium (Jenkins y
Sheperd 1974, Dumbroff et al. 1979, Little y Wareing 1981). Asimismo, Popko et al.
(2010) postularon que el ABA inhibiria la actividad del meristema secundario por
interferir en la via de sefializacion de auxinas. Ademas, es sabido que el ABA regula
negativamente la expresion de genes involucrados en la hidrolisis de los polisacaridos
de pared, afectando de este modo su extensibilidad y por lo tanto el crecimiento celular
(Gimeno-Gilles et al. 2009). Sin embargo, hay evidencia de que el ABA promueve el
crecimiento y desarrollo de las células del xilema y floema (Rancic et al. 2007,
Travaglia et al. 2012), pero los mecanismos por los cuales ocurre aun son desconocidos.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Material vegetal y condiciones experimentales

Tanto las plantas de vid como las condiciones experimentales utilizadas en este capitulo
se corresponden con las del capitulo 2.

3.2.2 Anélisis anatémicos

De las 4 plantas por tratamiento utilizadas para el ensayo de particion de fotoasimilados
en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA
y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3), se extrajeron secciones de pedicelos de la
zona central del raquis, discos de hojas de 1 cm? de la 12" hoja a partir del &pice y
secciones de tallo ubicadas al nivel de insercion del racimo. Las secciones de pedicelos
y los discos de hojas se colocaron inmediatamente en tubos eppendorf de 1,5 mL
conteniendo solucion FAA, etanol: &cido acético glaciar: formaldehido: H,O destilada
(50:5:10:35, v/v); mientras que las secciones de tallos se guardaron en tubos Falcon de
15 mL conteniendo la misma solucion, hasta el momento del procesamiento de las
muestras. Los materiales fueron procesados segtn protocolo desarrollado por Travaglia
et al. (2012). Brevemente, las muestras contenidas en FAA se deshidrataron en una serie
de mezclas de alcohol etilico-xilol, se incluyeron en Histowax (parafina de alta pureza
con agregado de cera y polimeros) y se cortaron secciones transversales, de hojas y
pedicelos, con un micrétomo rotativo de 10 a 13 um de espesor. Posteriormente las
secciones fueron coloreadas con la triple coloracion de Hematoxilina-Safranina y Fast
Green y se montaron utilizando DPX. En el caso de los tallos, se realizaron cortes a
mano alzada que fueron clarificados en hipoclorito de sodio al 30 % hasta que se
observaron blancos, se lavaron varias veces con agua destilada y luego se colorearon
con safranina acuosa al 1 %. Para la observacién y posterior andlisis, se tomaron
fotografias mediante una camara AxioCam HRc anexada al microscopio Optico Zeiss
Axiphot (Carl Zeiss, Gottingen, Germany). Las fotografias se tomaron en cada una de
las muestras y se analizaron mediante el programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics
Inc, Rockville, MD, USA).

3.2.3 Contenido de azucares solubles y acidos organicos

La determinacion de la concentracion de azucares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa e
inositol) y de &cidos organicos (&cido malico, acido tartarico y acido citrico) fue
realizada mediante cromatografia de gases acoplada a deteccién por ionizacién de llama
(GC-FID), de acuerdo a Bartolozzi et al. (1997). Las muestras de hojas y de bayas
fueron tomadas de 4 plantas por tratamiento en los tres momentos fenoldgicos: pre-
envero (30 DDA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) y pos-envero (130
DDA). Las hojas se extrajeron de la seccion media del brote, para asegurarse de que
fueran adultas, completamente expandidas y que transportaran activamente sacarosa. En
el caso de las bayas, se homogenizaron 10 bayas desaminadas con N, liquido con pilén
y mortero. Del tejido molido, se tomo 2 g y se le adicion6 20 mL de una solucion 0,05
M de imidazol en etanol (pH 7,0, 1:1, v/v), al cual se le agregd 10 mg de di-B-
fenilglucopiranosa (de una solucion al 2,5 % disuelta en etanol al 10 %) como estandar
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interno. La mezcla se agité durante 18-24 h, en tubos Falcon de 50 mL, a temperatura
ambiente y posteriormente los tubos fueron centrifugados a 8000 rpm durante 10 min,
trasvasando el sobrenadante a otro tubo Falcon de 50 mL. El pellet fue re-extraido con
20 mL de la misma solucion de imidazol utilizada en la primera extraccion. Nuevamente
se agito la mezcla durante 18-24 h a temperatura ambiente y se centrifugé a 8000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se le adiciono al anterior y finalmente se extrajeron 2
mL del extracto para ser evaporado hasta sequedad en un vial de 1.5 mL bajo flujo de
N>. En el caso de las hojas, se molié 1 g de tejido liofilizado y se extrajo con imidazol
en etanol siguiendo el mismo protocolo que en bayas, variando las cantidades de
solvente y estandar interno. En este sentido, se hizo una doble extraccion con 20 mL de
imidazol agregando 2,5 mg de estandar interno y secando 4 mL del extracto en vial de
1,5 mL. Los extractos fueron tratados con 500 pL de piridina, 250 pL de
hexametilsilazano y 50 pL de trimetilclorosilano y fueron calentados a 50 °C durante 1
h. Los trimetilsilil derivados se inyectaron en un cromatografo de gases (Varian CP
3800), equipado con un inyector tipo Split y un detector de ionizacién de Ilama. Se
utilizé una columna HP-1 J &W Scientific de 60 m de longitud, 0,25 mm de diametro
interno y 0,25 mm de espesor de pelicula. La temperatura tanto del inyector como del
detector fue regulada a 350 °C. El programa de temperaturas del horno fue de 140 °C
durante 1 min, luego de 140 °C a 230 °C a razon de 6 °C por min, luego de 230 °C a
270 °C a razén de 8 °C por min, posteriormente de 270 °C a 330 °C a razon de 12 °C
por min, luego de 330 °C a 350 °C a razén de 20 °C por min y finalmente se mantuvo la
temperatura a 350 °C durante 6 min. La determinacion cualitativa de cada uno de los
azucares y acidos organicos se realizd mediante comparacion de los tiempos de
retencion de los estandares correspondientes. La cuantificacién de cada uno de los
compuestos se realizO comparando el area bajo la curva del estandar di-p-
fenilglucopiranosa de concentracion conocida, con el area bajo la curva de cada uno de
los compuestos de concentracion desconocida. Los resultados fueron expresados en mg
baya™ y en pg cm™ en bayas y hojas, respectivamente.

3.2.4 Determinacion de almidén

Para la determinacién de almidén se tomaron 2 discos de hoja de 1 cm? por hoja de cada
una de las 4 plantas por tratamiento. Las mismas se extrajeron de hojas adultas, de la
seccion media del brote en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en
plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAs). Las muestras
fueron homogenizadas en mortero con 800 uL de etanol 80 % en agua, se trasvasaron a
tubos eppendorf de 1,5 mL y se agitaron suavemente. Luego, los tubos fueron colocados
en bafio termostatizado a 70 °C durante 90 min. Posteriormente, se centrifugaron a
13000 rpm durante 10 min y se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido se secé en
estufa durante 24 h a 35 °C. Luego, se agreg6 1,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) y se
dej6 a 60 °C durante 45 min en agitacion. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
centrifugé 10 min a 12000 rpm. El sobrenadante se hizo reaccionar con reactivo de
lugol (una solucion acuosa de ioduro de K 10 % e iodo metélico 5 %) y se midi6 en
espectrofotometro como se describe a continuacion. Se tomo6 150 pL del sobrenadante,
se agregd 3 mL de H,O y 150 uL de reactivo de lugol y se midio la DO a 610 nm. El
blanco contenia 150 uL. de DMSO en lugar de la muestra. La concentracion de almidon
de cada muestra se calculé a partir de una curva de concentracion conocida con un
modelo de regresion para transformar los valores de DO de las muestras. El coeficiente
de czorrelacién (R?) fue superior a 0,9 (Figura 3.1). Los valores fueron expresados en pg
cm™.



43

1200 -

1000 - y =2900.4x 2
R?=0.9934

800 -

600 -

400 -

200 -

Concentracion de almidén (ppm)

0 0.1 0.2 0.3 04
Absorbancia a 610 nm

Figura 3.1. Recta de correlacion entre concentracién de almidén (ppm) y la absorbancia a 610 nm. Se
muestra el modelo de regresion y el R%

3.2.5 Determinacion de la actividad amilasa

Muestras de 500 mg de hoja extraidas de hojas adultas de 4 réplicas bioldgicas por
tratamiento en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) fueron homogenizadas
mediante mortero y pilén con 3 mL de buffer (150 mM Tris-HCI pH 8,9, 3 mM EDTA,
1 mM DTT, 5 mM acido ascorbico, 10 mM MgCl, y 10 %, v/v glycerol). Luego, se
trasvaso la mezcla a un tubo Falcon de 15 mL y se agregé polivinilpolipirrolidona
(PVPP, 1 %, p/v); los tubos se centrifugaron a 9000 rpm durante 20 min. Todos los
pasos realizados hasta el momento se hicieron a 0-4 °C. Se recolecto el sobrenadante y
se lo coloco en tubos eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente se determind el contenido de
proteinas totales a 595 nm de acuerdo al protocolo de Bradford (1976) con suero de
albimina bovina (BSA) como estandar. Para ello, a 2,9 mL del buffer (100 ppm
Comassie Blue, 10 %, v/v H3PO4 85 % y 5 %, v/v etanol absoluto) se le adicion6 100
uL de la muestra, se agitdé suavemente y se leyo la absorbancia a 595 nm en cubetas de 1
cm. La concentracion de proteinas totales (pug) se calculd a partir de una curva de
concentracion conocida, utilizando BSA (1pg pL™), con un modelo de regresién para
transformar los valores de absorbancia de las muestras; siendo el coeficiente de
correlacion (R?) superior a 0,9 (Figura 3.2).

La actividad amilasa fue evaluada de acuerdo a Hagenimana et al. (1994) con
modificaciones. Se tomaron 50 uL del sobrenadante obtenido anteriormente y se lo
colocé en un tubo Falcon de 15 mL conteniendo 450 uL del buffer citrato (100 mM de
buffer citrato de sodio pH 5,6). Al mismo tiempo, en otro tubo, se coloco 50 uL del
sobrenadante de la misma muestra + 450 uL del buffer citrato + 1 mL de NaOH 0,4 M,
para utilizarlo como control enddgeno. Por otro lado, el blanco se realizé colocando 500
uL del buffer citrato + 1 mL de NaOH 0,4 M en un tercer tubo Falcon de 15 mL. Los
tubos se incubaron en bafio maria a 40 °C durante 5 min. Transcurrido el tiempo, se
adicion0 a cada tubo 500 uL de una solucion de almidon (1 %, p/v) y se incubaron
nuevamente en bafio maria a 40 °C durante 5 min. Posteriormente, se enfriaron en hielo
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e inmediatamente se agregd, al tubo conteniendo la muestra problema, 1 mL de NaOH
0,4 M. En cada tubo se adicion6 2 mL del reactivo acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
para que reaccione con los azUcares reductores, de acuerdo al protocolo descripto por
Miller (1959), y se llevaron a bafio maria a 100 °C durante 10 min. Luego, los tubos se
enfriaron en hielo y se agregd 10 mL de H,O mQ. Se midi6 la absorbancia a 540 nm y
el contenido de azucares reductores producidos durante la reaccion se calcul6 a partir de
una curva de concentracion conocida (utilizando maltosa como estandar) con un modelo
de regresion para transformar los valores de absorbancia de las muestras. El coeficiente
de correlacién (R?) fue superior a 0,9 (Figura 3.3). La actividad amilasa fue definida
como la cantidad de maltosa producida por mg de proteinas totales y por min. El
contenido de maltosa producido en la reaccion se calcul6 restando la concentracion de
maltosa obtenida en cada una de las muestras problema a la concentracion de maltosa
presente en sus correspondientes controles enddgenos. La razon de hacer este célculo es
que el reactivo DNS reacciona con todos los azUcares reductores presentes en la muestra
y por lo tanto, de no hacerlo, los resultados serian erréneos por la presencia de azlcares
reductores como glucosa y fructosa que no se han generado producto de la actividad de
las enzimas amilasas.
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Figura 3.2. Recta de correlacién entre concentracion de proteinas totales (ug) y la absorbancia a 595 nm.
Se muestra el modelo de regresion y el R,
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Figura 3.3. Recta de correlacidn entre concentracion de maltosa (ug) y la absorbancia a 540 nm. Se
muestra el modelo de regresion y el R%

3.2.6 Ensayos de conductividad hidraulica

Previo a la determinacién de PS en las 4 réplicas bioldgicas por tratamiento en envero (a
los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAj3), se determind la conductividad hidraulica maxima
(Kmax) de los tallos. La knax Se define como la mayor o menor facilidad con la que el
xilema deja pasar el H,O a través de él, por unidad de area transversal a la direccion del
flujo, habiendo removido todos los embolismos del tallo. Para esto, se extrajeron todas
las hojas, dejando una porcion de 1 cm de peciolo, y el racimo, también dejando una
porcién de 1 cm de pedinculo, de cada uno de los tallos. Una vez hecho esto, se sellaron
todas las heridas con un impermeabilizante comercial. Luego, se corto el tallo desde la
base de su insercion en la estaca y se lo coloc en un recipiente con agua. Bajo el agua,
se cortd y descartd una seccion de 5 cm a partir de la base del tallo; de esta manera se
evito el ingreso de aire y, por consiguiente, la formacion de embolismos. Al ser la vid
una especie que presenta vasos Xilematicos largos, aproximadamente de 50-90 cm de
longitud segin Choat et al. (2010), para la determinacion de la kmax se utilizaron tallos
con una longitud de 1 m para asegurarse, por lo menos, la presencia de un vaso
xilematico completo. El extremo basal del tallo se lo unié al extremo de la manguera del
conductimetro, también bajo el agua, mientras que el otro extremo del conductimetro
estaba conectado a la fuente de agua, que la proveia a una presion constante. Ya
conectado, se dejo pasar el agua a través del tallo durante 10 min para asegurarse de que
se removieran todos los embolismos que pudiera haber en él y, a su vez, llegar a un flujo
constante de salida. Pasado los 10 min, se recolectd, en un tubo Falcon de 15 mL, la
cantidad de agua expulsada del extremo distal del tallo durante 1 min, mientras que al
mismo tiempo se registrd la resistencia al paso del agua anotando la presion que
indicaba el mandmetro del conductimetro. Transcurrido el min, se peso el H,O que se
recolectd. Por dltimo, se midié el diametro, sin corteza, del extremo basal y distal del
tallo junto con el diametro de sus respectivas médulas, usando un calibre, para calcular
el area (circulo u dvalo) efectiva promedio que tenia que atravesar el H,O. Habiendo
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tomado todos los datos, se calculd la kmax mediante la siguiente formula:
{(Peso delagua,Kg

Tiempo.s >><Long tallo,m}

Komax = . Los resultados fueron expresados en Kg m™ MPa’
1 S-l

(Area,m2xPresién,MPa)

3.2.7 Determinacion del potencial agua pre-amanecer

El potencial agua de las plantas (¥Wpiania) fue medido en la 14" hoja a partir del apice de
las 8 réplicas bioldgicas por tratamiento a los 62 DDA, utilizando la cdmara de presion
de Schoelander (BIO-CONTROL, Industrias del Sur SA, Argentina). Las mediciones
fueron realizadas en pre-amanecer desde las 3:30 am hasta las 5:00 am, para garantizar
el equilibrio de agua en el continuo suelo-planta y evitar las pérdidas de agua por
apertura estomatica. Los resultados fueron expresados en MPa.

3.2.8 Andlisis de datos

Para analizar estadisticamente los datos se realizé un analisis de la varianza de una via
(ANOVA) y posterior prueba de comparacion de medias utilizando el estadigrafo LSD
de Fisher. Se fijo un nivel de significancia de p < 0,05 para diferenciar entre medias
utilizando el programa InfoStat (http://sites.google.com/site/fgstatistics).
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3.3 Resultados

3.3.1 ABA y GA; modifican el area de los tejidos vasculares

ABA y GA; incrementaron el area del floema de la nervadura central de las hojas como
asi también del pedicelo de las bayas en comparacion con el tratamiento control (Cuadro
3.1 y Figuras 3.4 A-F). Ademas, los tallos de las plantas tratadas con ABA mostraron
los mayores valores de area de floema en comparacion con los restantes tratamientos
(Cuadro 3.1 y Figuras 3.4 G-I). ABA y GAgs incrementaron significativamente el area
del xilema en nervaduras centrales de hojas, pedicelos de bayas y en tallos, presentando
las plantas tratadas con GAjs los valores mas altos. Asimismo, el area del elemento de
los vasos xileméticos se vio incrementado en el tratamiento ABA, mientras que se
observo una disminucidn significativa en el tratamiento GA3 en comparacion con el
control (Cuadro 3.2 y Figura 3.4).

Cuadro 3.1. Area del floema de la nervadura central de las hojas, del pedicelo de bayas y del tallo de
plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec medidas en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63
DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj). Los valores
corresponden a medias = EE, n=4. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p
<0,05).

_ Area del floema
Tratamiento

Nervadura (um? 10°) Pedicelo (um?* 10°) Tallo (mm?)
Control 34.73+£1.08b 13.63+1.21b 10.16 £0.55b
ABA 48.81+191a 19.15+0.48 a 1249+ 053 a
GA; 48.76 £6.44 a 19.28+0.79 a 9.75+041b

Cuadro 3.2. Area del xilema de la nervadura central de las hojas, del pedicelo de bayas y del tallo de
plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec medidas en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63
DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3). También se muestran los
valores del area del poro de los vasos xilematicos de tallos. Los valores corresponden a medias + EE, n=4.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

_ Area del xilema
Tratamiento b 3 ] S ) .o
Nervadura (um©10°)  Pedicelo (um®10°)  Tallo (mm®)  Poro (um” 10%)

Control 67.04+1.69c¢C 39.64+1.79¢ 19.88+1.12c 40.72+3.42b

ABA 83.87+£2.52D 63.17+2.73 Db 23.30+1.03b 55.61+5.00a

GA; 108.85+1.11a 113.13+4.18a 3221+1.69a 1445%+122c
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Figura 3.4. Fotografias de las secciones transversales correspondientes a (A-C), nervadura central de
hojas; (D-F), pedicelo de bayas y (G-1), tallo de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec tomadas en
envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en
plantas tratadas con GAz). (A), (D), (G), control; (B), (E), (H), ABA; (C), (F), (I), GAs. La barra de escala
corresponde a 100 pum, excepto en las fotografias de las secciones transversales de pedicelos de bayas que
corresponden a 50 um. x: xilema; f:floema.

3.3.2 ABA y GA; modifican las concentraciones de carbohidratos no
estructurales y &cidos organicos en hojas y bayas.

La Figura 3.5 muestra los contenidos de azucares y de un alditol (sacarosa, glucosa,
fructosa e inositol) en hojas de vid durante los tres estadios fenologicos de la baya.
Todos los tratamientos mostraron el mismo patrén en la concentracion de dichos
azucares solubles a lo largo de la maduracion de la baya. El contenido de sacarosa
disminuy6 desde pre-envero hasta envero, para luego incrementar desde envero hasta
post-envero. En envero, las plantas tratadas con ambos reguladores mostraron un mayor
contenido de sacarosa, mientras que en post-envero fue el tratamiento control (Figura 3.5
A). Los contenidos de glucosa y fructosa mostraron una caida desde pre-envero hasta
envero y se mantuvieron constantes hasta post-envero. Las aplicaciones con ABA y GA3
mostraron una disminucion en la concentracion de estas hexosas en cada uno de los
momentos fenoldgicos en comparacion con el control (Figura 3.5 B y C). En paralelo, se
observo que el pico de concentracion del compuesto inositol se produjo en envero en los
tres tratamientos. En este caso, solamente el tratamiento GAz mostrd una disminucion
significativa de este compuesto en cada uno de los tres estadios fenoldgicos (Figura 3.5
D).
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Figura 3.5. Efecto de ABA y GA; sobre el contenido de azlcares solubles en hojas (ug cm?). Las
determinaciones fueron realizadas en pre-envero (30 DAA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los
63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) y post-envero (130
DAA). Contenido de (A), sacarosa; (B), glucosa; (C), fructosa; (D), inositol. Los valores corresponden a
las medias + EE, n=4. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada momento de cada
tratamiento (p < 0,05).

La concentracion de los 3 acidos mayoritarios en hojas de vid (dcido malico, &cido
tartarico y acido citrico) a lo largo de la maduracion de la baya, se muestran en la Figura
3.6. En el caso del a&cido malico, los tratamientos ABA y control presentaron una caida
en la concentracion desde pre-envero hasta envero para luego incrementarse desde
envero hasta post-envero; mientras que en las hojas tratadas con GA3 se observo que las
concentraciones se mantuvieron constantes desde pre-envero hasta envero para luego
incrementarse desde envero hasta post-envero. En pre-envero, el tratamiento control fue
el que presentd el mayor contenido de acido malico. En envero, las hojas tratadas con
ABA presentaron las menores concentraciones, mientras que en post-envero, fue el
tratamiento con GA;s (Figura 3.6 A). Respecto al acido tartarico, tanto las plantas control
como las tratadas con GA3; mostraron concentraciones constantes desde pre-envero hasta
envero para luego caer abruptamente hacia post-envero. El tratamiento ABA presentd
una caida constante de la concentracion de acido tartarico desde pre-envero hasta post-
envero. En pre-envero, las plantas tratadas con GA; fueron las que presentaron los
menores contenidos, mientras que en envero no se observaron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos. En post-envero, las hojas tratadas con los reguladores
fueron las que presentaron las concentraciones mas bajas de tartrato (Figura 3.6 B). En el
caso del acido citrico, en el tratamiento con ABA las concentraciones del citrato
permanece constante a lo largo de los estadios fenoldgicos de la baya, mientras que las
hojas de las plantas control mostraron el pico de maxima concentracion en el estadio de
post-envero. Las plantas tratadas con GAj presentaron el pico de concentracion en
envero. Asimismo, estas plantas fueron las que mostraron las maximas concentraciones
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en cada uno de los momentos fenoldgicos. Por otro lado, las hojas tratadas con ABA
presentaron los menores contenidos en el estadio de post-envero (Figura 3.6 C). De las
tres figuras correspondientes a los tres &cidos organicos se desprende que el &cido
tartarico es el que se encuentra en mayor abundancia seguido por el acido malico y por
ualtimo por el acido citrico (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Efecto de ABA y GA; sobre el contenido de 4cidos organicos en hojas (ung cm?). Las
determinaciones fueron realizadas en pre-envero (30 DAA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los
63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) y post-envero (130
DAA). Contenido de (A), acido malico; (B), acido tartarico; (C), acido citrico. Los valores corresponden a
las medias + EE, n=4. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada momento de cada
tratamiento (p < 0,05).

La Figura 3.7 muestra las concentraciones de azucares solubles en bayas de vid cv.
Malbec a lo largo de su desarrollo. ElI contenido de sacarosa incrementa desde pre-
envero hasta envero en los tres tratamientos, presentando el tratamiento ABA los
menores valores en envero. A partir de este estadio fenoldgico, la concentracion de
sacarosa sigue en aumento en las bayas tratadas con ABA, mientras que en las del
control y tratadas con GA3z permanece constante. Es por ello, que las bayas tratadas con
ABA mostraron los mayores valores en post-envero (Figura 3.7 A). Las bayas tratadas
con ABA acumularon la misma cantidad de glucosa y fructosa que las bayas controles
durante la maduracion de las mismas (Figura 3.7 B y C). La diferencia radico en el
momento en que las plantas tratadas con ABA llegaron a envero. Mientras las plantas
control tardaron 70 DDA, las plantas aplicadas con ABA lo hicieron en 63 DDA. Por
otro lado, las plantas tratadas con GA3; mostraron las mismas concentraciones de glucosa
y fructosa que las de los demas tratamientos en envero, y presentaron los mayores
contenidos de estos azucares en post-envero (Figura 3.7 B y C). Al igual que el ABA,
GA3; modificé el momento del inicio de la maduracion. En este caso, las bayas tardaron
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75 DDA en llegar a envero, es decir, cinco dias méas que las correspondientes al control
(70 DDA).
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Figura 3.7. Efecto de ABA y GA; sobre el contenido de azlicares solubles en bayas (mg baya™). Las
determinaciones fueron realizadas en pre-envero (30 DAA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los
63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) y post-envero (130
DAA). Contenido de (A), sacarosa; (B), glucosa; (C), fructosa. Los valores corresponden a las medias +
EE, n=4. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada momento de cada tratamiento (p <
0,05).

La Figura 3.8 muestra la concentracion de los principales acidos organicos en las bayas
de vid (&cido malico, acido tartarico y acido citrico) a lo largo del desarrollo de la baya.
De acuerdo a lo esperado, tanto el acido malico, el acido tartarico como el &cido citrico
presentaron el pico de concentracion en envero. Las bayas tratadas con ABA mostraron
las maximas concentraciones de estos acidos en dicho momento fenoldgico, mientras
que las bayas aplicadas con GAsz mostraron un mayor contenido del acido malico,
también en envero, en comparacion al control (Figura3.8 A, By C).
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Figura 3.8. Efecto de ABA y GA; sobre el contenido de &cidos organicos en bayas (mg baya™). Las
determinaciones fueron realizadas en pre-envero (30 DAA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los
63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3) y post-envero (130
DAA). Contenido de (A), &cido malico; (B), acido tartarico; (C), acido citrico. Los valores corresponden a
las medias + EE, n=4. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada momento de cada
tratamiento (p < 0,05).

Debido a la caida abrupta del contenido de sacarosa en hojas en envero, teniendo en
cuenta que es el principal azlcar transportado desde las hojas hacia los frutos y que la
disminucion en su concentracion en ese momento fenoldgico pudo deberse al inicio de la
gran acumulacion de hexosas en frutos, es que se decidié determinar el contenido de
almiddn y la actividad de las enzimas amilasas en envero. Esto daria cierto indicio del
metabolismo de sacarosa, es decir, si el azGcar acumulado como almidén en el estroma
de los cloroplastos por accion de la fotosintesis se estaria desdoblando para generar
sacarosa y favorecer la carga floematica en hojas. Los resultados muestran que las
aplicaciones con las fitohormonas redujeron significativamente el contenido de almidén
en hojas en comparacion al control, observandose las menores concentraciones en las
hojas tratadas con GAs. (Figura 3.9 A). Asimismo, la actividad amilasa fue estimulada
por GAs, mientras que no varié entre los tratamientos ABA y control (Figura 3.9 B).
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Figura 3.9. Efecto de ABA y GA; sobre (A) contenido de almidén en hojas (ng cm?) y (B) actividad
amilasa (uM maltosa mg™ proteinas min™). Las mediciones fueron realizadas en envero (a los 70 DDA en
plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj3).
Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos (p < 0,05).

3.3.3 GA; modifica la conductividad hidraulica maxima de los tallos (Kmax)

Se observo que la kmax de los tallos tratados con GAjz; presentd una disminucion
significativa, de casi la mitad, con respecto a los restantes tratamientos. Por otro lado, no
hubo diferencias significativas entre los valores de Knmax entre los tratamientos ABA y
control (Figura 3.10).

20+
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Control ABA GA,

Figura 3.10. Efecto de ABA y GA; sobre la conductividad hidraulica de los tallos (Kma, Kg m™ MPa™ s
1. Las mediciones fueron realizadas en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj3). Los valores corresponden a medias + EE,
n=4. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

3.3.4 ABA y GA;afectan el potencial agua de pre-amanecer

De acuerdo a la Figura 3.11, las plantas tratadas con ABA presentaron el potencial agua
mas elevado (menos negativo), por lo que presentaron 6rganos mas turgentes, mientras
que aquellas aplicadas con GA; presentaron los valores més bajos (mas negativos).
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Figura 3.11. Efecto de ABA y GA; sobre el potencial agua de las plantas en pre-amanecer (¥Wpanta,
MPa). Las mediciones fueron realizadas a los 62 DDA. Los valores corresponden a medias + EE, n=8.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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3.4 Discusion

En el capitulo anterior se observd que ABA y GAj; modificaron la particion de
fotoasimilados en las plantas de vid medido en envero. En este sentido, el ABA
promovio la alocacion de carbono en los frutos mientras que GA; hizo lo propio en los
tallos. En el presente capitulo se determind la dinamica de concentracion de los azUcares
y &cidos organicos tanto en bayas como en hojas, a lo largo del desarrollo del fruto; y su
relacion con el area de los tejidos vasculares.

En plantas superiores, es bien conocido que la fuerza que moviliza el flujo floematico
desde los 6rganos fuentes hacia los 6rganos destinos es la diferencia del potencial de
turgencia (AP=AY,) entre dos zonas del floema (Taiz y Zeiger 1998). En este sentido, el
AP esta dado por dos componentes Prente Y Pdestino, pOr 10 tanto AP=Pgyente-Pdestino (Keller
2010). En relacién a la ecuacion anterior, mientras mas grande sea el AP dado por un
incremento del potencial de turgencia de la zona del floema de la fuente y/o por una
disminucion del potencial de turgencia de la zona del floema de un determinado destino,
mayor serd la fuerza del destino en particular para atraer hacia si el flujo de
fotoasimilados. Se ha postulado que en aquellas plantas lefiosas, como la vid, la carga
floematica es pasiva (Slewinski et al. 2013). Es decir, que la sacarosa difunde
libremente, via plasmodesmos, desde el citoplasma de las células parenquimaticas del
mesofilo hacia el complejo elemento criboso: célula de compafiia del floema sélo por
una diferencia de concentracion, incrementando, la Psente. De este modo, la
concentracion de sacarosa en el citoplasma de las células del mesofilo debe ser elevada
para mantener el transporte. Ademas, Pastenes et al. (2014) demostraron que en el
momento de maxima acumulacién de azlcares en bayas, la relacion sacarosa: almidon
fue elevada en las hojas. De acuerdo a lo anterior, el mayor contenido de sacarosa en
hojas tratadas con ABA y GAg, en envero, podria estar relacionado con una promocion
de la carga floematica (mayor Psyente). Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados de
actividad amilasa en hojas, el menor contenido de almidén en las plantas tratadas con
ABA no se condice con una conversion del polisacarido a sacarosa. En este sentido, el
mayor contenido de sacarosa en envero en las plantas tratadas con ABA estaria regulado
por otro mecanismo. Una explicacion posible a dicho fendmeno podria deberse a que la
planta favorecio la sintesis de sacarosa a partir de triosas fosfato, obtenidas de la
fotosintesis, en lugar de almidén, o a partir de hexosas, debido a una disminucion en el
contenido de estos monosacaridos en las hojas. Por otro lado, la menor concentracion de
almidén en hojas tratadas con GAj3 se correlacion6 con el incremento de la actividad
amilasa. En este sentido, el mayor contenido de sacarosa, en envero, en hojas tratadas
con dicho regulador de crecimiento, pudo deberse a la accion conjunta de la degradacion
del almidon y a la sintesis por medio de hexosas. Se ha observado que en especies como
las pertenecientes a la familia de las Rosaceas como el manzano, el peral y el duraznero
los alditoles como el sorbitol participan en el transporte de esqueletos carbonados desde
los érganos fuentes hacia 6rganos heterotroficos (Zimmermann y Ziegler 1975, Bielesk
1982, Moing et al. 1997). Ademas, autores como Conde et al. (2011a) y Pillet et al.
(2012) han comprobado que los alditoles o polioles protegen a las células de las plantas
contra el efecto deletéreo del estrés osmotico. En este trabajo se encontrd una gran
concentracion del alditol inositol en hojas adultas de plantas de vid en coincidencia con
lo observado por Conde et al. (2014). En este sentido, y al ser la vid una especie
resistente a la sequia, las grandes cantidades de inositol presentes (valores cercanos a la
concentracion de sacarosa) estarian relacionadas con la resistencia de estas plantas al
estrés hidrico y no al transporte de fotoasimilados, tal como lo sostienen Conde et al.
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(2014). Asimismo, los bajos contenidos de inositol en el tratamiento con GAj3; se
correlacionaron con los valores mas bajos (mas negativos) del potencial agua medidos
en pre-amanecer.

Tal como fue observado por Kliewer (1966), los &cidos organicos més abundantes en las
plantas de vid son: el acido tartarico y el &cido malico, seguido por el &cido citrico que
se encuentra en muy bajas concentraciones. Por su parte, en hojas, el acido mélico sigue
un patron semejante a la sacarosa en donde las maximas concentraciones se observaron
en pre- y post-envero; mientras que el méximo contenido de &cido tartarico se registro
en pre-envero y envero. En ambos casos, las mayores concentraciones se observaron en
el tratamiento control. Por otro lado, el tratamiento GA3 produjo un incremento del
acido citrico durante los 3 estadios fenol6gicos en las hojas de vid.

En relacion a las bayas, si bien no se observaron modificaciones en el contenido de
glucosa y fructosa en envero entre los 3 tratamientos, dicho estadio fenoldgico se
registré a los 63 DDA en el tratamiento con ABA, a los 70 DDA en el tratamiento
control y a los 75 DDA en el tratamiento con GAs. Las diferencias en las fechas se
correlacionaron con la particion de fotoasimilados discutidos en el capitulo anterior. En
donde el retraso en el inicio de la maduracion de las bayas en el tratamiento con GA;3 se
debié al crecimiento exacerbado de los tallos. Es decir, que la mayor cantidad de
fotoasimilados fue translocado desde las hojas hacia los tallos en lugar de las bayas. Sin
embargo, al observar el contenido de hexosas en las bayas de post-envero se registrd un
incremento en aquellos frutos aplicados con GAs. En este sentido, es posible que una
vez que culminado el crecimiento en altura, la planta derivé una mayor cantidad de
fotoasimilados desde las hojas hacia las bayas. Por otro lado, los resultados obtenidos
con la aplicacion de ABA se corresponden con aquellos observados por Wheeler et al.
(2009) en bayas del cv. Cabernet Sauvignon. Tanto el adelanto en el inicio de la
maduracion como el mayor contenido de hexosas por unidad de baya en ABA y GA;3,
respectivamente, se correlaciond con el crecimiento del &rea vascular en hojas, tallos y
pedicelos de bayas. Por otro lado, la mayor concentracién de los &cidos organicos se
observd, como era de esperarse, en envero. Asimismo, el tratamiento ABA mostré los
mayores contenidos de acidos, debido, posiblemente, a un mayor flujo de fotoasimilados
desde las hojas hacia las bayas durante envero. Ademas, se observo que el acido malico
fue el menos estable de los dos méas abundante en bayas, ya que a partir de envero sufrié
una caida abrupta de su concentracion, debido posiblemente a que fue respirado o
metabolizado a azucares (Conde et al. 2007).

Ademas de determinar la concentracion de sacarosa en el mesofilo de las hojas para
inferir la carga floematica (Pruente), S€ investigo si las fitohormonas producian algun
efecto sobre la anatomia vascular de hojas, tallos y pedicelos de bayas. Se sabe que el
crecimiento en altura de las plantas tiene que ir acompariado con un sistema eficiente en
el transporte de agua, nutrientes y asimilados desde las raices hasta las hojas y viceversa
(Tyree 2003). A su vez el tallo debe aumentar su resistencia para poder sostener la
carga creciente de hojas y frutos. Para ello el lefio crece en diametro aumentando el
numero de vasos xilematicos que conduciran el agua y los nutrientes hacia las células de
los 6rganos en continuo crecimiento. Asimismo este incremento va acompariado de un
aumento en el grosor de las paredes de las células parenquimaticas como de una mayor
lignificacion de las mismas y de un mayor numero de fibras xilematicas. Por otra parte
Demura y Ye (2010) afirman que el xilema es el destino que més biomasa acumula en
plantas perennes dicotiledoneas. De acuerdo a esto, las plantas de vid aplicadas con GA3
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presentaron un retraso de 5 dias en la maduracién de las bayas (en relacion al control),
debido a un cambio en la fuerza de los destinos siendo superior la del tallo que la del
racimo. Asimismo, el mayor contenido de hexosas en post-envero se pudo deber a que
la planta dejo de formar paredes celulares y comenzo6 a acumular glucosa y fructosa en
las vacuolas de las bayas. Cuando se observaron los cortes transversales de tallo en los
distintos tratamientos, se vio un incremento en el desarrollo de xilema en el tratamiento
con GA3 pero con una disminucion significativa en el area transversal de los vasos.
Caso contrario ocurrio en las aplicaciones con ABA en donde el desarrollo del xilema
fue semejante al control pero con vasos de mayor didmetro, en concordancia con lo
observado por Rancic et al. (2007). El pequefio tamafio de los vasos xilematicos en el
tratamiento con GAg3 favoreceria el ascenso del agua a mayor altura, sin el constante
peligro de que la columna de liquido sufra cavitacion. A expensas de esto habria un
incremento en la diferencia de presion generada entre las hojas y la raiz por una mayor
resistencia hidraulica segun la ley de Haigen-Poiseuille (Tyree 2003). En este sentido,
las plantas aplicadas con GAs; mostraron una disminucion significativa de la
conductividad hidraulica de sus tallos. Por otro lado, el mayor tamafio del area de los
vasos xilematicos en el tratamiento ABA no trajo aparejado un incremento en la
conductividad hidraulica. A pesar de ello, las plantas aplicadas con ABA mostraron un
mejor estado hidrico, demostrado por los mayores valores de potencial agua en pre-
amanecer. Lo contrario se observd en las plantas tratadas con GAs. Por otro lado,
asumiendo que existe una correlacion entre el area del floema y el nimero de tubos
cribosos (Canny 1973), el mayor desarrollo del floema en hojas, tallos y pedicelos de
bayas en las plantas tratadas con ambas fitohormonas seria una de las razones por la
cual ABA y GA; favorecieron el transporte de fotoasimilados.

En relacion a los resultados obtenidos en ésta seccidn, se puede aceptar parcialmente la
hip6tesis de trabajo Il. Es decir, ABA y GA3 si promueven el crecimiento del floema y
xilema en hojas, tallos y pedicelos de bayas mejorando el transporte de fotoasimilados
hacia las bayas y tallos respectivamente. Sin embargo, el mayor desarrollo del xilema no
se tradujo en un aumento de la conductividad hidraulica de los tallos. Por otro lado, se
acepta completamente la hipétesis de trabajo Ill, ya que ABA y GAj3; modifican
diferencialmente el perfil de azlcares y acidos organicos en hojas y bayas de vid cv.
Malbec.



Capitulo 4: Efecto regulador del ABA y GA; sobre la expresion de
genes que codifican para transportadores de azUcares en hojas y bayas
de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv. Malbec.
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4.1 Introduccion

A pesar de lo observado en el capitulo anterior, en donde se establecio que las plantas
lefiosas como la vid presentan una carga floemaética pasiva mediada por plasmodesmos,
algunos reportes sugieren que una carga activa (gasto de energia), mediada por
transportadores de azucares, podria estar occuriendo de forma paralela (Afoufa-Bastien
et al. 2010, Hayes et al. 2010, Medici et al. 2014, Pastenes et al. 2014). Por otro lado, la
pérdida de permeabilidad de los plasmodesmos entre el complejo elemento del tubo
criboso:célula acompafante y las células parenquimaticas del mesocarpo durante la
acumulacion répida de azucares en las bayas, seria la responsable de la sobre expresion
de los genes que codifican para trasportadores de azUcares en estos drganos (Zhang et
al. 2006). En este sentido, la carga y descarga apoplastica involucra la actividad de
proteinas transportadoras tanto de sacarosa como de hexosas para que los azucares
puedan atravesar las membranas bioldgicas. Se ha demostrado que el transporte de
solutos desde el exterior hacia el interior de las células conlleva un gasto de energia
indirecto en forma de ATP mediante la activacion de bombas H*-ATPasas. Esto provoca
cambios fisico-quimicos a nivel de membrana induciendo una caida del potencial
interno entre -150 a -200 mV y una disminucion del pH apoplastico a valores entre 4 y
5; todo esto en conjunto genera un gradiente electroquimico que seria la fuerza motriz
para el ingreso de los azUcares, a través de transportadores especificos, en contra de un
gradiente de concentracion (Sondergaard et al. 2004).

En plantas, AtSTP1 (del ingles, Arabidopsis thaliana SUGAR TRANSPORTER
PROTEIN 1) fue el primer transportador de monosacéaridos (MST, del inglés,
Monossacharaide Transporter) identificado y funcionalmente caracterizado como
hexosa-proton simporter (Sauer et al. 1990). ElI genoma de Arabidopsis presenta 53
secuencias homdlogas de MSTs distribuidos en 7 clusters (Buttner 2007), presentando,
todos ellos, 12 dominios transmembranas (Williams et al. 2000, Delrot et al. 2001). En
vid, 59 transportadores de hexosas putativos han sido identificados de acuerdo al
reconocimiento de motivos proteicos del genoma completo (Samson et al. 2004, Jaillon
et al. 2007). Sin embargo, s6lo 6 cADNs que codifican para MST, denominados VVHT1-
6 (del inglés, Vitis vinifera HEXOSE TRANSPORTER, VVHT1 AJ001061, VVHT2
AY663846, VVHT3 AY538259 y AY854146, VVHT4 AY538260, VVHT5 AY538261,
VVHT6 AY861386, DQ017393), han sido clonados de las variedades Pinot noir, Ugni
blanc, Chardonnay, Cabernet Sauvignon y Syrah (Fillion et al. 1999, Vignault et al.
2005, Hayes et al. 2007). Por su parte, VVHT6 esta relacionado con AtTMT2, que es un
miembro de la subfamilia TMT (del inglés, Tonoplast Monosaccharide Transporter)
dentro de la superfamilia MST. Las proteinas AtTMTs son hexosas-proton antiporters
del tonoplasto vacuolar. Estos trasportadores tienen la particularidad de ser inducidos
por estreses abioticos como frio y sequia y se cree que tendrian un rol central como
sensores de estas sefiales (Wormit et al. 2006). Por otro lado, la actividad de las
proteinas VVHTL1, VVHT4 y VVHT5 ha sido demostrada mediante su expresion en
sistema de heter6logos como la levadura mutante EBY VW 4000 deficiente de
transportadores de hexosas (Wieczorke et al. 1999). Estos transportadores presentan una
alta afinidad debido a la baja constante de Michaelis-Menten (Ky,) en relacion al sustrato
D-[U-**C] glucosa marcada radioactivamente. En este sentido, la proteina VVHT1
exhibié la maxima afinidad por la glucosa (Ky de 70 uM, Vmax alrededor de 14 umol
min? g FW™) comparado con VVHT4 y VWHT5 (K, alrededor de 150 pM y 100 uM
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respectivamente, Vimax alrededor de 5 y 0,15 umol min™ g FW™, respectivamente).
Ademas, VVHT3 no fue capaz de transportar ningun aztcar marcado radioactivamente
en el modelo estudiado (Vignault et al. 2005, Hayes et al. 2007). Asimismo, los intentos
para demostrar la actividad transportadora de las proteinas VVHT2 y VVHT6 en
levadura han sido poco exitosos. Por su parte, la localizacion de los transportadores
VVHTL1, VVHT3, VVHT4 y VVHT5 en la membrana plasmatica ha sido confirmada por
ensayos de inmunofluorescencia, inmunomarcacion y GFP (del inglés, Green
Fluorescence Protein) fusionado al extremo C terminal. Sin embargo, VVHT2 y VVHT6
parecerian estar expresados en el tonoplasto (Vignault et al. no publicado). La expresion
de los transportadores de azucares estd principalmente asociada con 6rganos destinos.
Por lo que en bayas, los genes VvHT1, VWHT2 y VVHT3 se encuentran altamente
expresados, comparados con los otros VVHTS, en todos los estadios de desarrollo. No
obstante, algunos patrones especificos de expresion pueden ser distinguidos a lo largo
de la maduracidn, por ejemplo: tanto los transcriptos como los niveles de proteinas del
gen VVHT1 son mucho maés elevados en pre-envero (Conde et al. 2006), mientras que la
expresion del gen VVHTS5, aunque débil, estd mayormente asociada con estadios tardios
de la maduracion. La acumulacién de los transcriptos del gen VVHT3 es muy baja en
envero pero elevada tanto en pre-envero como en post-envero (Hayes et al. 2007),
mientras que la expresion de los genes VVHT2 y VVHT6 es elevada en envero,
sugiriendo que estos transportadores son responsables de la acumulacion de hexosas
durante el inicio de la maduracion (Terrier et al. 2005, Vignault et al. 2005, Deluc et al.
2007, Hayes et al. 2007). De acuerdo a Hayes et al. (2007), la acumulacion de azucares
en las bayas podria ser debida a los transportadores VVHT2 y VVHT3 aunque su
actividad como tal no haya sido ain demostrada. Asimismo, las proteinas VVHT4 y
VVHT5 también podrian estar involucradas, aunque, en menor medida (Hayes et al.
2007). En el caso de las hojas, los transcriptos VVHT1 y VVHT3 son los mas abundantes,
tanto en hojas jovenes como en adultas. Ademas, la expresion de VVHT1, VWHT3 y
VVHTS5 es incrementada en la transicion de destino a fuente. Contrariamente, los niveles
del transcripto VVHT2 se mantienen constantemente bajos, indicando una asociacion
preferencial con la actividad de los 6rganos destinos (Hayes et al. 2007).

Por otro lado, la proteina SoSUT1 (del ingles, Spinacia oleracea SUCROSE
TRANSPORTER 1) fue el primer transportador de sacarosa (DST, del ingles
Dissacharaide Transporter) caracterizado funcionalmente (Riesmeier et al. 1992). Los
genes DST, que pertenecen a una pequefia familia multigénica con 9 miembros en
Arabidopsis y 4 en tomate, codifican para polipeptidos de 55 KD (Arabidopsis Genome
Initiative 2000, Delrot et al. 2001, Sauer et al. 2004, Hackel et al. 2006). Debido a la
secuenciacion del genoma completo de vid (Jaillon et al. 2007, Velasco et al. 2007), se
pudo determinar que los genes que codifican para transportadores de sacarosa en esta
especie constituyen una pequefia familia multigénica de 4 miembros. Sin embargo, s6lo
3 DST cADNs han sido clonados y caracterizados de las variedades Syrah y Cabernet
Sauvignon (VvSUC11; AF021808, también identificado como VvSUT1 AF182445;
WSUC12 AF021809; VvSUC27, AF021810). Tanto VvSUC11 como VvSUC12 son
transportadores de sacarosa de intermedia afinidad (Kn, 0,9 mM y 1,4 mM,
respectivamente, Ageorges et al. 2000, Manning et al. 2001), mientras que VvSUC27
presenta un K, alrededor de1l0 mM vy, por lo tanto, se comporta como un transportador
de sacarosa de baja afinidad (Zhang et al. 2008). VvSUCL11 esta altamente expresado en
flores y frutos, mientras que la expresion de VvSUC12 se encuentra restringida a bayas y
hojas jovenes. Asimismo, VVSUCL11 se expresa en hojas jovenes y adultas. Por otro
lado, la expresion de VvSUC27 se encuentra relacionada con la actividad de 6rganos
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destinos, ya que sus transcriptos son fuertemente acumulados en flores, bayas
inmaduras, raices y zarcillos, pero débilmente acumulados en hojas maduras (Davies et
al. 1999).

Junto con los transportadores de azucares, las enzimas invertasas (INVs) y sacarosa
sintasas (SS) participan en el mantenimiento del gradiente de sacarosa necesario para
sustentar el flujo masal de la savia floeméatica desde la fuente hasta los destinos.
Ademas, al ser reguladoras del contenido de azUcares, estas enzimas jugarian un papel
importante en el contexto de la sefializacion de tales moléculas (Delrot 1994, Roitsch et
al. 1995, Sherson et al. 2003, Koch 2004). Las INVs son hidrolasas que clivan la
sacarosa en glucosa y fructosa. En Arabidopsis y en tomate, las INVs son codificadas
por una pequefia familia de genes cuyos patrones de expresion estan supeditados al
6rgano y a estimulos ambientales y metabdlicos (Godt y Roitsch 1997, Sherson et al.
2003). Asimismo, estas enzimas pueden ser acidas o neutras. Las INVs acidas, tales
como cwINV (del inglés, cell wall INVERTASE) y VINV (del inglés, vacuolar
INVERTASE) estan localizadas en la pared celular y en la vacuola, respectivamente,
mientras que nINV (del inglés, neutral INVERTASE), la forma neutra, esta presente en
el citoplasma. En vid, la secuencia de cADN de cwINV (AY538262) junto con su
promotor, la secuencia completa de cADN de nINV (NIN1, EU016365) como asi
también 3 secuencias gendmicas incompletas y 2 cADNs correspondientes a VINVS
(VWGIN1 AAB47171.1 y VWGIN2 AAB47172.1) han sido clonados (Davies y Robinson
1996, Hayes et al. 2007). De acuerdo al anélisis de motivos proteicos del genoma
completo de la vid, se han podido identificar de 10 a 12 genes putativos que codifican
para nINVs y 10 genes putativos que codifican para INVs acidas
(http://www.genoscope.cns.fr/spip/Vitis-vinifera-whole-genome.html). En relacion a los
niveles de expresion en bayas, trabajos de Zhang et al. (2006) y Hayes et al. (2007)
demuestran que los transcriptos de VvcwINV son inducidos a partir de envero. Por otro
lado, la expresion de VVGINL1 y VVGIN2 es elevada en pre-envero para caer durante
envero y post-envero (Davies y Robinson 1996, Sarry et al. 2004, Deluc et al. 2007).
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Material vegetal y condiciones experimentales

Tanto las plantas de vid como las condiciones experimentales utilizadas en este capitulo
se corresponden con las del capitulo 2.

4.2.2 Extraccion de ARN

El ARN se extrajo tanto de hojas adultas como de bayas de 4 plantas de vid por
tratamiento. En ambos casos se homogenizo el tejido en mortero con Ny liquido, en el
caso de bayas se descartaron previamente las semillas, y se utilizd6 400 mg de tejido
fresco para continuar con la extraccion de acuerdo al protocolo descripto por Reid et al.
(2006) con modificaciones. Las muestras de bayas se extrajeron en los tres momentos
fenoldgicos debido a los grandes cambios bioquimicos y moleculares que ocurren a lo
largo de su maduracion; mientras que las muestras de hojas se extrajeron Unicamente en
envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a
los 75 DDA en plantas tratadas con GA3), coincidente con el inicio de la acumulacién
rapida de hexosas en el fruto y con la caida abrupta de sacarosa en las hojas.

Los 400 mg de tejido fresco congelado se colocaron en un tubo eppendorf de 2 mL,
conteniendo 800 pL del buffer de extraccion precalentado a 65 °C (2 % CTAB, 2 %
PVP40, 300 mM de una solucién 1 M de Tris-HCI pH 8, 25 mM de una solucién 0,5 M
de EDTA, 2 M de una solucién 5 M de NaCl, 0,05 % de espermidina), se le adicion6 20
uL de B-mercaptoetanol y se mezclé suavemente por inversion del tubo. Los tubos se
incubaron a 65 °C durante 10-15 min y se agitaron 2-3 veces durante la incubacion. Se
dejaron enfriar durante 5 min y se adicion6 800 pL de una mezcla de cloroformo:
isoamilico, 24:1. Se agitaron suavemente y se centrifugaron a 13200 rpm durante 10
min a 4 °C. Se extrajo el sobrenadante y se lo colocé en un nuevo tubo, agregando
nuevamente 800 plL de la mezcla de cloroformo: isoamilico, 24:1. Nuevamente se
centrifugd a 13200 rpm durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se lo coloco en otro
tubo. Luego, se agregd 100 pL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M y 600 pL de
isopropanol puro. Se mezcld cuidadosamente y se colocaron los tubos en freezer -80 °C
durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo, los tubos se centrifugaron a 13200 rpm
durante 15 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se adiciond 500 uL. de TE pH 8, se
agitd suavemente para resuspender el pellet y se agregd 125 pL de LiCl 10 M. Se
mezcld con cuidado y se dejo incubando toda la noche en heladera a 4 °C. Al otro dia,
los tubos fueron centrifugados a 13200 rpm durante 30 min a 4 °C y se descartd el
sobrenadante. Se agregd 1 mL de etanol al 70 % frio (- 20 °C) y se resuspendio el pellet
suavemente. Posteriormente, se centrifugé a 13200 rpm durante 5 min a 4 °C y se
descartd el sobrenadante. Por tltimo, se resuspendio el pellet en 50 uLL de H,O libre de
ADNasas y ARNasas.

4.2.3 Purificacion y retrotranscripcion

El ARN extraido mediante el protocolo antes descripto, se lo pasé por columnas y se lo
traté con ADNasas utilizando el kit RNeasy mini spin columns y RNase-Free DNase set
(QIAGEN, Hilden, Germany) siguiendo el protocolo que describe el fabricante. Una vez
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hecho esto, el ARN total se cuantific6 mediante espectrofotometro a 260 nm y 500 ng se
corrieron en gel al 1 % de agarosa para verificar su integridad. Luego, se utiliz6 1 ug de
ARN total para realizar la retrotranscripcion utilizando random primers y el kit
enzimatico RevertAid (FERMENTAS Vilnius, Lithuania) de acuerdo al protocolo del
fabricante.

4.2.4 Experimentos de PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo mediante el uso de un
termociclador ABI Step One (Applied Biosystems, Warrington, UK) utilizando un
volumen final de reaccion de 15 uL, de los cuales 7,5 uL correspondieron al buffer
SYBR GREEN, 0,9 uL a cada cebador con una concentracion de 10 uM, 3 pL al CADN
con una dilucion 1:10 y 2,7 uL al H,O libre de ADNasas y ARNasas. Se utilizé el ciclo
de amplificacion universal con el siguiente programa: 95 °C durante 10 min, seguido de
40 ciclos con 15 s a 95 °C de desnaturalizacion y 60 s a 60 °C para renaturalizacion y
extension, luego se hizo la curva de melting para verificar si el par de cebadores
amplificaban un solo producto de reaccion (especificidad y eficiencia), en este caso el
programa fue: 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 60 s y 95 °C durante 15 s, leyendo cada
0,3 °C desde los 60 °C a los 95 °C. Para todos los experimentos se utilizo el gen factor
de elongacion 1-a (Vv EF 1-a) como control enddgeno. En los experimentos de hoja se
utilizé la muestra control como muestra de referencia, mientras que para los
experimentos de bayas se uso la muestra control pre-envero como muestra de referencia.

Los cebadores fueron disefiados mediante el programa Beacon Designer version 7.70
(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA), utilizando las secuencias del
genoma completo de la vid PN40024, correspondiente a la variedad de vid Pinot Noir
altamente homocigota y las secuencias de EST disponibles en el banco de datos del
NCBI (Cuadro 4.1). La expresion relativa de cada gen se calculd utilizando la ecuacion
1 publicada por Pfaffl (2001).



Cuadro 4.1. Secuencias y eficiencias de cebadores de los genes utilizados en los experimentos de PCR en tiempo real.

Gen Forward Reverse Eficiencia
WGIN1  5-CCATGAGGGTTCTGGTTGAT-3’ 5’-CAGTGGCATTGTTGAAGAGG-3’ 95 %
VvewlINV  5°-TCTGGGAAACAGTTACTGCAATGG-3°  5’-ACGATATCTCCACATCTGCCTGTG-3’ 105 %
VVHT1 5’-ACAAGTCCACGAATCAGTA-3’ 5’-CTCCGAATAGCATTGACAG-3’ 98 %
VVHT?2 5’>-GAGGTGTAACAACGATGC-3’ 5’-AGTGAGGATGTGAATGCT-3’ 81 %
VVHT3 5’-GTGACAGTTGCCATAATCC-3’ 5’-GACCATCCGAATGCTATAAC-3’ 91 %
VWHT5 5’-GAAGCGACATTGATAAGGTT-3’ 5’-TGATAACGATAGGAGTGATCTT-3’ 91 %
VVHTG6 5’-CTGTTCGGTAGTGTCCAT-3’ 5’- CTGTAGGCTCTCTTCATCC-3’ 98 %
WSUC12 5-TGGATAACTTCCCTGCCTCA-3’ 5’-CGGATGATAGTAGAACCACTTGAC-3’ 98 %
WSUC27 5-GGAAGAAGAGGCATACAGTA-3’ 5’-GGAGGAGAAGAGGATTGG-3’ 94 %
VWEF-/a 5°- GCAGCCAAGAAGAAGTGAAG-3’ 5’- CCAAGGAAGAAGGCAGAAAAC-3’ 100 %
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4.2.5 Andlisis de datos

Para analizar los datos de expresion relativa de genes se utilizé la prueba de permutacion
mediante el programa InfoStat (http://sites.google.com/site/fgstatistics). La generacion del
mapa de temperatura de la expresion de los genes analizados fue realizada mediante el
software Genesis version 1.7.7.
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4.3 Resultados

4.3.1 ABA y GA; modifican la expresion de los genes transportadores de azucares
en hojas y bayas

Se cuantifico la expresion relativa de 6 genes transportadores de aztcares (VVHTL, VVHT3,
VWHT5, VVHT6, VvSUC12 and VvSUC27) y dos genes de desdoblamiento de la sacarosa
presentes en vacuola (VVGIN1) y pared celular (VvcwlINV). En hojas se observo que el ABA
sobre expreso los genes VVHT1 y VWGIN1 en 3 y 6 veces respectivamente, en comparacion
con el control (Figura 4.1 A y G). Por otro lado, los genes VVHT3, VHT5 y VVHT6
disminuyeron su expresion en 2, 3 'y 1,6 veces respectivamente, en dicho tratamiento, en
comparacion con el control (Figura 4.1 B, C y D). Ademas, los genes transportadores de
sacarosa mostraron una disminucion significativa en su expresion, también en el tratamiento
ABA, de 1,6 veces en relacién al control. Las aplicaciones con GA; redujeron la expresion de
los genes VVHT3 y VWHT5 en 3 y 1,6 veces en comparacion al control (Figura 4.1 B y C).
Asimismo, la transcripcion del gen VvSUC27 se vio reducida en 10 veces (Figura 4.1 F).
Contrariamente, el gen que codifica para la invertasa vacuolar VVGIN1 fue sobre expresado
aproximadamente 30 veces en comparacion al control (Figura 4.1 G); mientras que los genes
VVHT1, VWHT6 y VvSUC12 y VvcwINV permanecieron inalterados respecto al control (Figura
41A,D,EyH).
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Figura 4.1. Efecto de ABA y GA; sobre la expresion de genes que codifican para transportadores de azUcares e
invertasas medidas en hojas en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con
ABA vy a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj3). Se muestran las expresiones relativas de (A), VVHT1; (B),
WHT3; (C), WHTS5; (D), WHT6; (E) VwSUC12; (F) VWSUC27; (G) WGINL; (H), VvcwINV. Los valores
corresponden a medias de 4 repeticiones bioldgicas y tres técnicas + EE. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada tratamiento y el control mediante la prueba de permutacion (p < 0,05). Todos los valores
fueron normalizados utilizando el gen endégeno VVEF 1-a.
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La Figura 4.2 muestra la expresion relativa de los genes transportadores de hexosas en bayas
de vid a lo largo de su maduracion. Se los puede dividir en tres grupos en donde VVHT1 y
VVHT3 presentan picos de expresion en pre- y post-envero, mientras que se observa una
marcada caida en el estadio de envero (Figura 4.2 A y C). Los genes VVHT2 y VVHT6
presentan un comportamiento inverso, en donde las maximas expresiones se observaron en
envero (Figura 4.2 B y E); mientras que el gen VVHT5 presentd s6lo una mayor expresion en
post-envero (Figura 4.2 D). En relacién al gen VVHT1, el tratamiento con GA3 incremento su
expresion en pre-envero. En post-envero, ambos reguladores provocaron una disminucion de
su transcripcion respecto al control (Figura 4.2 A). La expresion del gen VVHT2 se vio
significativamente incrementada en envero con el tratamiento ABA, mientras que en el mismo
momento fenoldgico las bayas tratadas con GA3z mostraron un disminucion de su expresion
respecto al control. Contrariamente, mientras las bayas ABA y control presentaron una caida
en la expresion del gen VVHT2 en post-envero, las tratadas con GAz mostraron un incremento
en su expresion siendo significativamente diferente al control (Figura 4.2 B). EI gen VVHT3
presentd una mayor expresion en envero en aquellas bayas tratadas con ABA y una menor
expresion en las tratadas con GAjs en relacion al control. En post-envero, al igual que con
VVHT2, el tratamiento GA3; mostré la mayor expresion (Figura 4.2 C). Por otro lado, la
transcripcion del gen VVHTS se vio estimulada por las aplicaciones de ABA, mientras que se
vio inhibida por la presencia de GA3 (Figura 4.2 D). Las bayas tratadas con ABA presentaron
una sobre expresion del gen VVHT6 en envero, a diferencia de las tratadas con GA3; que
mostraron los menores valores de expresion en ese estadio en comparacion al control (Figura
4.2 E).
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Figura 4.2. Efecto de ABA y GA; sobre la expresién de genes que codifican para transportadores de hexosas
medidas en bayas en pre-envero (30 DDA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj) y post-envero (130 DDA). Se muestran las
expresiones relativas a lo largo del desarrollo de la baya de (A), VVHT1; (B), VVHT2; (C), VVHT3; (D), VVHT5;
(E), VVHTS. Los valores corresponden a medias de 4 repeticiones bioldgicas y tres técnicas + EE. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre cada tratamiento y el control mediante la prueba de permutacion (p <
0,05). Todos los valores fueron normalizados utilizando el gen endégeno VVEF 1-a y se utiliz6 la muestra control
pre-envero como muestra de referencia.

La Figura 4.3 muestra la expresién de los genes transportadores de sacarosa en bayas de vid a
lo largo de su maduracién. Se puede observar que presentan patrones de transcripcion
opuestos, es decir, el gen VvSUC27 mostrd la mayor expresion en pre-envero (bayas verdes),
mientras que el gen VvSUC12 lo hizo en post-envero (bayas maduras). En ambos casos sélo
se observo diferencias significativas en relacion a la transcripcion con el tratamiento GAs. El
mismo presentd una sobre expresion en el gen VvSUC27 en pre-envero y una sub expresién en
el gen VvSUC12 en post-envero.
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Figura 4.3. Efecto de ABA y GA; sobre la expresion de genes que codifican para transportadores de sacarosa
medidas en bayas en pre-envero (30 DDA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj) y post-envero (130 DDA). Se muestran las
expresiones relativas a lo largo del desarrollo de la baya de (A), VvSUC27; (B), VvSUC12. Los valores
corresponden a medias de 4 repeticiones bioldgicas y tres técnicas = EE. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada tratamiento y el control mediante la prueba de permutacion (p < 0,05). Todos los valores
fueron normalizados utilizando el gen endogeno VVEF 1-a y se utilizé la muestra control pre-envero como
muestra de referencia.

La Figura 4.4 muestra la expresion relativa de dos genes que desdoblan sacarosa (invertasas),
uno vacuolar (VVGIN1) y otro de pared celular (VvcwINV). Al igual que con los genes
transportadores de sacarosa, estos genes presentan un patron de expresion opuesto. La mayor
transcripcion de VVGIN1 ocurri6 en pre-envero, mientras que la mayor expresion de VvcwINV
se observd en post-envero. Solo el tratamiento GA; mostro diferencias significativas con
respecto al tratamiento control en relacién al gen VvcwINV en el estadio post-envero. El
mismo presentd una sub-expresion de los transcriptos.
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Figura 4.4. Efecto de ABA y GA; sobre la expresion de genes que codifican para invertasas medidas en bayas en
pre-envero (30 DDA), envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y a
los 75 DDA en plantas tratadas con GAgz) y post-envero (130 DDA). Se muestran las expresiones relativas a lo
largo del desarrollo de la baya de (A), VWGINL; (B), VvcwINV. Los valores corresponden a medias de 4
repeticiones bioldgicas y tres técnicas + EE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada
tratamiento y el control mediante la prueba de permutacion (p < 0,05). Todos los valores fueron normalizados
utilizando el gen endégeno VVEF 1-a y se utilizd la muestra control pre-envero como muestra de referencia.
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Se realizd un grafico de mapa de temperaturas (representacion grafica con colores de los
niveles de expresion de cada gen estudiado) en cada momento fenoldgico de las bayas control
para comparar las expresiones de cada gen en relacidn a otro. Se observé que en pre-envero,
dentro de los genes transportadores de hexosas los mas expresados fueron VVHT1 y VVHT3 y
los menos expresados fueron VVHT2, VVHT5 y VVHT6. En relaciébn a los genes
transportadores de sacarosa, el mas expresado fue el VvSUC27 y el menos expresado el
VVSUC12. Por otro lado, la invertasa vacuolar VVGIN1 fue la més expresada en relacion a este
grupo de genes (Figura 4.5).

En envero, los transportadores de hexosas mas expresados fueron el VVHT6 y el VVHT2,
mientras que los menos expresados fueron el VWHT1 y VvHT3. Con respecto a los
transportadores de sacarosa, el mas expresado fue el VvSUC12. En relacion a los genes que
desdoblan sacarosa, el mas expresado fue el VVGIN1 (Figura 4.5).

En post-envero, los genes VVHT1 y VVHTS5 fueron los mas expresados en relacion a
transportadores de hexosas. En contraposicion de lo que ocurrié en pre-envero, el gen
VVSUC12 fue el transportador de sacarosa mas abundante en post-envero. Del mismo modo,
la invertasa de pared celular VvcwINV fue la mas expresada en comparacién con VVGIN1
(Figura 4.5).
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Figura 4.5. Mapa de temperatura en los tres estadios fenoldgicos de la baya control, pre-envero (30 DDA),
envero (70 DDA) y post-envero (130 DDA). La escala de color representa el nivel de expresion de cada gen
evaluado a lo largo del desarrollo de la baya. El color rojo indica alta expresion, mientras que el negro indica baja
expresion.
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4.4 Discusion

Como se explico en el capitulo anterior, la fuerza que moviliza el flujo floematico desde los
organos fuentes hacia los organos destinos estd dada por la siguiente formula: AP=Psyente-
Pdestino. Se hipotetizd que un mayor incremento en la concentracion de sacarosa en las hojas
tratadas con las fitohormonas en envero seria la responsable del incremento de Psyente, Y por lo
tanto de la carga floematica. En esta seccion se discutira la importancia de los transportadores
de azlcares en la carga y descarga de fotoasimilados.

Si bien se cree que la carga floeméatica en las plantas de vid es pasiva, mediada por
plasmodesmos, hay evidencias de que en hojas de plantas de vid existen transportadores de
sacarosa y hexosas que estarian actuando activamente en la carga floematica, en forma
paralela con la carga pasiva de fotoasimilados (Afoufa-Bastien et al. 2010, Hayes et al. 2010,
Medici et al. 2014, Pastenes et al. 2014). Los resultados presentados en la presente tesis
confirman lo encontrado por los autores citados anteriormente. Sin embargo, en este trabajo se
observo una disminucion general de la expresion relativa de los genes que codifican para los
transportadores de sacarosa y hexosas en hojas adultas en el estadio fenologico de envero,
tanto en el tratamiento ABA como en el tratamiento GAs. Los genes VVHT3, VVHTS5 y el gen
VVHT6, presentaron una disminucion de sus transcriptos en los tratamientos con ambas
fitohormonas. Sin embargo, esto no se correlacion6 con lo encontrado por Hayes et al. (2010),
en donde el gen VVHT5 fue regulado positivamente con el agregado de ABA en hojas del cv.
Chardonnay. Esta diferencia pudo deberse a que en el experimento llevado a cabo por Hayes et
al. (2010) se utilizaron plantas desprovistas de racimos. Es decir, que los resultados pudieron
haber variado, en relacion a los presentados en esta tesis, debido a una modificacion en la
relacion fuente: destino. Experimentos de hibridacion in situ han mostrado que los transcriptos
del gen VVHT1 son abundantes en la membrana de los elementos cribosos (floema) de hojas,
peciolos y bayas (Vignault et al. 2005). Asimismo, aunque la savia floemética contenga
mayoritariamente sacarosa, infimas cantidades de monosacéridos han sido detectados, y, por
lo tanto, VVHT1 podria participar en la recuperacion de pequefias fugas de hexosas del
complejo de conduccién, mejorando la eficiencia del transporte. Ademas, Cakir et al. (2003)
identificaron un factor de transcripcion en vid denominado VVMSA correspondiente a un
miembro de la familia proteica ASR (del inglés, ABA-, stress-, and ripening-induced) que
regula positivamente la transcripcion del gen VVHTL. Por lo que la sobre expresion de VVHT1
en hojas de vid tratadas con ABA pudo deberse a un incremento en los niveles de transcriptos
del gen VVMSA. Los bajos niveles de expresion de los genes VVHT2 y VVHT6 en hojas adultas
de vid en comparacion con la expresion de estos en bayas, reafirma la teoria de que dichos
transportadores estarian mas relacionados con la descarga floematica y acumulacién de
fotoasimilados en 6rganos destinos, que en la carga activa del floema de érganos fuentes. Por
otro lado, los resultados presentados aqui sugieren una regulacion negativa entre las
fitohormonas ABA y GA; en relacion a los genes VvSUC12 y VvSUC27 en hojas adultas en el
estadio de envero. Por lo tanto, teniendo en cuenta los valores de expresion relativa de los
genes que codifican para transportadores en hojas, se podria inferir que los mismos no jugarian
un papel fundamental en la carga floematica y que, en Vitis vinifera cv. Malbec, la carga
pasiva tendria un rol preponderante o mayoritario en el transporte de fotoasimilados. Sin
embargo, la presencia y el nivel de expresion de algunos de estos genes hacen pensar que
podrian tener cierta participacion en algunos momentos especificos de la ontogenia de la
planta, en determinadas circunstancias estresantes como sequia o en el transporte de azlcares
intracelular, es decir desde organelas a citoplasma y viceversa. Para ello, es necesario dilucidar
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la localizacion subcelular de los mismos como asi también los niveles de sus proteinas. Al
comparar los niveles de expresion de los genes VVGIN1 y VvcwlINV en hojas y en bayas, es
factible decir que las invertasas se encuentran mas asociadas a 6rganos destinos que a 6rganos
fuentes. Esto es facil de fundamentar ya que las bayas de vid acumulan grandes cantidades de
hexosas en sus vacuolas a partir de envero. Asimismo, la sobre-expresion del gen VVGIN1 en
pre-envero cumple un rol esencial, ya que debe desdoblar la sacarosa para que tanto la glucosa
como la fructosa sean utilizados como sustratos respirables para facilitar el crecimiento del
drgano.

A partir de envero, las bayas de vid cambian el mecanismo de descarga del floema pasando de
ser simplastico, mediado por plasmodesmos, a ser apoplastico, mediado por transportadores
de azlcares (Zhang et al. 2006). Ademas, ha sido demostrado que a partir de éste momento
fenoldgico la mayoria de la sacarosa descargada es desdoblada en glucosa y fructosa en la
pared celular de las células del mesocarpo mediante la actividad de la enzima VvcwINV.
Mientras que previo al envero (bayas verdes) la hidrdlisis de la sacarosa es llevada a cabo en
vacuola mediante las enzimas VVGIN1 y VVGIN2 (Zhang et al. 2006). De acuerdo a los
resultados obtenidos en la presente tesis, se confirma lo observado por Zhang et al. (2007) y
otros investigadores (Davies y Robinson 1996, Sarry et al. 2004, Deluc et al. 2007, Hayes et
al. 2007), ya que los niveles de expresion del gen VVGIN1 es elevado en bayas de pre-envero
(Figura 4.5), mientras que la acumulacion de transcriptos del gen VvcwINV es mayor en bayas
de post-envero (Figura 4.5), demostrando el cambio del mecanismo de descarga floematico,
pasando de simplastico a apoplastico. Luego de la hidrélisis de la sacarosa por parte de la
enzima VVvcwINV, los transportadores de hexosas comienzan a jugar un papel fundamental
para el ingreso y acumulacion de estos azucares en las vacuolas de las células parenquimaticas
del mesocarpo, reduciendo, de esta forma, la presion osmoética (¥,) en el apoplasto. Como
consecuencia, la presion de turgencia en la zona del floema correspondiente a la baya
disminuye, ya que ha sido establecido que una caida de la ¥, conlleva una caida de la Pgestino
(Keller 2010). De esta forma, mientras mas activos se encuentren los transportadores de
hexosas a partir del momento fenoldgico de envero, mayor sera la fuerza con la que los frutos
atraigan hacia si los fotoasimilados y de esta forma la planta privilegiara tales destinos en
lugar de otros. De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar lo observado por
Hayes et al. (2007) ya que los valores de expresion del gen VVHT3 en bayas del cv. Malbec
fueron mayores en pre- y post-envero y menores durante envero. Sin embargo, a diferencia de
lo reportado por Conde et al. (2006) se observd un incremento en la acumulacion de
transcriptos del gen VVHT1 tanto en pre-envero como en post-envero (Figura 4.5). Ademas,
los patrones de expresion de los genes VVHT2, VVHT6 (mayor en envero) y VVHT5 (mayor en
post-envero) en bayas de vid (Figura 4.5) fueron coincidentes con lo visto por otros autores
tales como Hayes et al. (2007), Afoufa-Bastien et al. (2010) y Pastenes et al. (2014).
Asimismo, la mayor expresion del gen VVHT5 en bayas de vid tratadas con ABA pudo
haberse debido a la presencia de dominios ABRE en la regién promotora de dicho gen, que
actua regulando positivamente su transcripcion cuando se haya en la célula la molécula de
ABA (Hayes et al. 2010). Por su parte, la mayor expresion de los genes VVHT2 y VVHT6 de
las bayas tratadas con ABA en envero seria una de las causas por la cual estas plantas
mostraron un adelanto en la maduracion. Mientras que el retraso en la maduracion de las
bayas tratadas con GA3; pudo deberse a la menor expresion relativa de tales genes. Por otro
lado, la mayor expresion relativa de los genes VVHT2 y VVHT3 de bayas tratadas con GA3 en
post-envero coincidio con el mayor contenido de glucosa y fructosa en comparacion con los
restantes tratamientos. De acuerdo a lo discutido anteriormente y a los niveles de expresion de
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los genes VVHT2, VVHT3 y VVHTG6 a lo largo del desarrollo de la baya, es que se postulan
dichos transportadores como los de mayor importancia en la acumulacion de hexosas en bayas
de plantas del cv. Malbec.

En relacién a los transportadores de sacarosa en bayas, la mayor expresion relativa del gen
VVSUC27 en bayas inmaduras (pre-envero) y la mayor expresion del gen VvSUC12 en bayas
maduras (post-envero) de plantas del cv. Malbec (Figura 4.5) coincide con los resultados
obtenidos por Afoufa-Bastien et al. (2010) en plantas del cv. Chardonnay. En este caso, la
menor expresion relativa de estos genes en el tratamiento con GA3 no se correlaciond con los
contenidos de sacarosa de sus bayas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en ésta seccidn, se puede aceptar parcialmente la
hip6tesis de trabajo 1V. Es decir, el ABA y GA; incrementan la expresion de algunos genes
que codifican para transportadores de hexosas en bayas del cv. Malbec como VVHT2, VVHT3,
VWHT5 y VVHT6 aunque en distintos momentos fenoldgicos en relacion a cada tratamiento.
Sin embargo, la mayoria de los genes transportadores de azucares en hojas del cv. Malbec
tratadas con las fitohormonas presentaron una disminucion en los niveles de expresion en
comparacion con el control.



Capitulo 5: Efecto regulador de ABA y GA; sobre el perfil de metabolitos
secundarios en hojas, bayas y raices de plantas de vid (Vitis vinifera L.) cv.
Malbec.

75



76

5.1 Introduccidn

Las plantas, son capaces de sintetizar una gran cantidad de compuestos organicos de los
cudles s6lo una pequefia proporcion tiene una participacioén directa en el crecimiento y
desarrollo. El resto, son denominados, tradicionalmente, metabolitos secundarios. Mientras
que los metabolitos primarios tales como azUcares, acidos organicos, lipidos, aminoacidos y
acidos nucleicos, entre otros, se encuentran presentes en todas las plantas del reino vegetal, los
metabolitos secundarios se hallan distribuidos diferencialmente entre los distintos grupos
taxondmicos. Los metabolitos primarios, participan en la nutricién y en procesos metabélicos
esenciales de la planta, mientras que los metabolitos secundarios, también denominados
productos naturales, estan involucrados en todos aquellos procesos de interaccién entre la
planta y el ambiente. Basado en la biosintesis de los compuestos, los metabolitos secundarios
pueden dividirse en tres grupos principales: polifenoles, terpenos y alcaloides (Croteau et al.
2000).

Los polifenoles pueden ser definidos como metabolitos secundarios aromaticos que poseen
uno o mas grupos hidroxilos enlazados covalentemente a un anillo benceno (Croteau et al.
2000). Dentro de sus funciones conocidas se encuentran: defensa contra herviboria y
patogenos, soporte mecanico (lignina), atrayente de polinizadores, disminuciéon de dafio por
luz UV-B y reduccion del crecimiento de plantas vecinas, entre otras (Taiz y Zeiger 1998). En
vid, los compuestos fendlicos se dividen en flavonoides, aquellos que poseen la estructura de
dos anillos bencenos unidos por 3 4tomos de carbono en donde se encuentra el oxigeno como
heteroatomo (C6-C3-C6), y no flavonoides, aquellos que poseen el anillo benceno unido a 3 0
a un atomo de carbono (C6-C3 o C6-Cl). Dentro de los flavonoides se encuentran las
proantocianidinas (taninos), antocianinas y monomeros de flavan-3-oles (catequinas). Los
taninos o proantocianidinas son polimeros de flavan-3-oles que le confieren astringencia a los
vinos tintos y se encuentran mayoritariamente en las capas hipodérmicas del hollejo, en las
semillas y en el pedicelo de las bayas de vid. Pueden variar en tamafio encontrandose
moléculas formadas por dos, tres y hasta mas de 30 subunidades (Adams 2006, Kennedy et al.
2006). Las antocianinas, por su capacidad de absorber luz en el rango del espectro visible, son
las responsables del color rojo en los vinos tintos y se encuentran mayoritariamente en el
hollejo de las bayas de vid. Las antocianinas o antocianos son antocianidinas enlazadas
covalentemente con una o mas moléculas de azlcares, generalmente glucosa. Asimismo, las
antocianinas pueden estar esterificadas con el acido acético o cumarico y presentar
metilaciones en alguno de los hidroxilos (Adams 2006). Las estructuras de los antocianos mas
comunes en las bayas y en el vino fueron determinadas por Ribéreau-Gayon (1959). En este
sentido, la malvidina-3-glucésido, junto con sus formas acetiladas, es el antociano mas
abundante. Por otro lado, las catequinas estan asociadas con el amargor y también con la
astringencia de los vinos. Siendo las catequinas mas abundantes en bayas y vinos la (+)-
catequina, (-)-epicatequina y (-)-epicatequin-3-galato (Su y Singleton 1969). Los compuestos
fendlicos no flavonoides (C6-C3 o C6-C1), a excepcidn de los &cidos hidroxicindmicos, se
encuentran en muy bajas concentraciones en las bayas y en el vino (Kennedy et al. 2006). Los
hidroxicinamatos, como el acido coutarico, son los polifenoles solubles mas abundantes en las
bayas de vid luego de los taninos y los antocianos (Lima et al. 2004).
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La biosintesis de los polifenoles solubles comienza con los precursores fenilalanina y tirosina,
obtenidos en la ruta del &cido shikimico. Asimismo, estos compuestos se obtienen a partir de
la eritrosa-4-fosfato (obtenida de la ruta de las pentosas fosfato) y el fosfoenolpiruvato
(obtenido de la glicolisis). La primer enzima interviniente en la formacion de los polifenoles
es la fenilalanina amonio liasa (PAL), que cataliza la reaccion de desaminaciéon para la
formacion de &cido cinamico, en el caso de utilizar a la fenilalanina como sustrato, o &cido p-
cumarico en el caso de utilizar a la tirosina como sustrato. Este Gltimo compuesto puede
seguir una serie de transformaciones resultando en la formacion de compuestos fendlicos
simples como &cidos fendlicos y precursores de la lignina. La incorporacion de 3 moléculas de
malonil-CoA, producida mediante la via acetato, a la molécula 4-cumaroil-CoA, producto
obtenido a partir del &cido p-cumérico, da origen a los flavonoides o estilbenos, dependiendo
de la actividad de la enzima chalcona sintasa (CHS) o estilbeno sintasa (ES), respectivamente
(Dias 2003). Por otro lado, ademas de los efectos positivos que los polifenoles producen en las
plantas, el consumo de antocianinas y otros polifenoles en la dieta, trae aparejado beneficios
sobre la salud del hombre. En este sentido, por su caracter de poderoso antioxidante, estos
compuestos tienen un efecto protector contra enfermedades coronarias y ciertos tipos de
canceres. Asimismo, se sabe que los antocianos de las bayas de vid y del vino tienen un mayor
poder antioxidante por absorberse méas rapidamente y ser mas estables en el organismo (Bitsch
et al. 2004).

Los terpenos presentan la mayor variedad de compuestos dentro de los metabolitos
secundarios (aproximadamente 25000 compuestos, Croteau et al. 2000). Todos los terpenos
son derivados de la molécula de 5 4&tomos de carbono denominado isopentano y se clasifican
en hemi- (C5), mono- (C10), sesqui- (C15), di- (C20), tri- (C30) y tetraterpenos (C40)
dependiendo del nimero de &omo de carbonos que posean (Croteau et al. 2000). En este
sentido, la sintesis de los terpenos comienza con el precursor isopentenil difosfato o su
isdbmero dimetilalil difosfato. Asimismo, en plantas superiores dos rutas metabdlicas actlian
independientemente para la formacion de éstas unidades de 5 4&tomos de carbono. La primera
se denomina ruta del acido mevalénico (MEV) y ocurre en el citosol, mientras que la segunda
se denomina via del metileritritol fosfato (MEP) y ocurre en plastidios (Lichtenthaler et al.
1997). La ruta MEV provee los precursores para la formacion de sesquiterpenos y esteroles,
mientras que la ruta MEP provee los precursores para la sintesis de monoterpenos, diterpenos
y tetraterpenos (McGarvey y Croteau 1995, Hampel et al. 2005, Tholl 2006). En un primer
momento, las unidades de C5 son condensadas mediante prenil transferasas para dar como
producto al geranil difosfato (C10), posteriormente se adiciona secuencialmente dos unidades
de isopreno para formar, en un primer momento, el farnesil difosfato (C15) y luego el
geranilgeranil difosfato (C20). Estos prenil difosfatos, pueden seguir transformaciones de
ciclizacion y oxidacion para dar lugar a la formacion de los distintos mono-, sesqui- y
diterpenos (Dudareva et al. 2004). Estos pasos son catalizados por las enzimas terpeno
sintasas (TPS) que comprenden una gran familia enzimatica, que han sido estudiadas en
muchas especies (Facchini y Chappell 1992, Steele et al. 1998, Wise et al. 1998, Degenhardt
et al. 2009), inclusive en vid (Lucker et al. 2004, Martin et al. 2010). Por otro lado, la sintesis
de los triterpenos (C30) se lleva a cabo por condensacion de dos unidades de farnesil difosfato
(C15), mientras que la formacion de tetraterpenos (C40) se realiza mediante la union de dos
moléculas de geranilgeranil difosfato (C20), por la accién de las enzimas prenil transferasas
(Croteau et al. 2000).
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La funcién que cumplen los terpenos en los tejidos vegetales puede estar asociada a una
respuesta de defensa contra patdégenos (muchos poseen actividad antimicrobiana) y ataque de
herbivoros, a la reproduccion mediando la atraccion de polinizadores, asi como a una
respuesta de defensa frente a estres abiotico (Grassmann et al. 2002, Nagegowda 2010, Gil et
al. 2012, Escoriaza et al. 2013). Existen estudios que demuestran que tanto frente estrés
biotico como abidtico, la concentracion de metabolitos secundarios terpénicos aumenta con
respecto a plantas no estresadas y, asociado, se observa un aumento en la concentracion de
ABA (Beckett et al. 2012, Gil et al. 2012, Escoriaza et al. 2013).
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5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Material vegetal y condiciones experimentales

Tanto las plantas de vid como las condiciones experimentales utilizadas en este capitulo se
corresponden con las del capitulo 2.

5.2.2 Extraccion y cuantificacion de aminoécidos libres

La extraccion de los aminoacidos libres se realizo a partir de hojas adultas, hollejo de bayas y
de la raiz de 4 plantas de vid por tratamiento, en el momento fenoldgico de envero (a los 70
DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en
plantas tratadas con GA3). Los hollejos se obtuvieron pelando la baya con mucho cuidado
utilizando pinza histologica. Una vez extraido, se elimind la maxima cantidad de pulpa que se
encontraba adherida a la superficie interna del tejido mediante papel de filtro. En los tres
casos se pesé una cantidad de 50 mg de tejido y se homogenizd con mortero y pilon utilizando
1mL de HCI 0,1 M. La mezcla se trasvaso a un tubo eppendorf de 1,5 mL y se agreg6 5 uL de
una solucién de 1000 mg L™ de metionina sulfone, como estandar interno. Se agit6 mediante
vortex durante 10 min y se centrifugé a temperatura ambiente durante 3 min a 13200 rpm. Se
tomé el sobrenadante y se lo coloc6 en un nuevo tubo eppendorf. Luego, se hizo una
extraccion en fase sélida utilizando una columna de SPE (Extract Clean SCX 100 mg/1,5
mL), pre-acondicionada. Para ello, se pas6 un volumen de 1 mL de HCI 0,1 M y 3 mL de agua
mQ con ayuda de bomba de vacio. Luego, se hizo pasar el sobrenadante obtenido
anteriormente y se lavo la columna con 2 mL de metanol:agua, 80:20. Posteriormente, se
eluyeron los amino&cidos con 250 puL de NH,OH 8 M:metanol, 1:1, recolectando el liquido en
un vial de 1,5 mL. Una vez obtenidos y purificados los aminoacidos libres, se derivatizaron
con 10 pL de piridina pura y 20 uL de etilcloroformato puro. La mezcla se dejé reaccionar
durante 1 min. Luego, se agregd 90 uL de cloroformo y 90 uL de NaHCO3; 50 mM y se agito
en vortex durante 1 min. Finalmente, se tomaron 55 pL de la fase inferior y se lo coloco en
otro vial para inyectar 2 pL al cromatégrafo gaseoso asociado a un espectrémetro de masa
(GC-MS, Clarus 500, PerkinElmer, Shelton, CT, USA). La columna utilizada fue Perkin-
Elmer Elite-5MS (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de
pelicula) en donde la elucién se realizé con He cuyo flujo fue de ImL min™. El programa de
temperatura del horno fue el siguiente: temperatura inicial 70 °C por 1 min, seguido de un
incremento de 10 °C min™ hasta 280 °C y se mantuvo esta temperatura durante 10 min. El
potencial de ionizacion del espectrometro de masa fue de 70 eV y se escane6 un rango de 50-
360 unidades de masa. Una vez obtenidos los cromatogramas, los compuestos fueron
identificados comparando los tiempos de retencion en GC y los espectros de masa completos
de los correspondientes estandares previamente inyectados. Luego, la cuantificacion de cada
compuesto identificado se realizé comparando el area del pico del compuesto con el area del
pico de la concentracion conocida de metionina sulfone.
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5.2.3 Extraccién y cuantificacion de antocianos y polifenoles de bajo peso
molecular (PBPM)

Los antocianos y los PBPM fueron extraidos de hojas adultas, hollejo de bayas y raiz de 4
plantas por tratamiento, en el momento fenologico de envero (a los 70 DDA en plantas
control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con
GA3), utilizando metodologias publicadas con algunas modificaciones (De Nisco et al. 2013,
Xu et al. 2011, Nicoué et al. 2014). Dichos compuestos fenolicos, fueron extraidos de 0,5 g de
peso fresco de hollejos y 1 g de peso fresco de hojas y raices mediante mortero y pilén
utilizando 5 mL de metanol acidificado al 1 % con HCI. La mezcla se trasvaso a tubos de
vidrio y fueron sonicados durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugaron
durante 10 min a 3500 rpm y el sobrenadante se lo colocé en tubos Falcon de 15 mL. El
procedimiento fue repetido 2 veces para hojas y raices, combinado los sobrenadantes en un
mismo tubo. Posteriormente, los extractos fueron enrasados en 10 mL con el solvente de
extraccion. Finalmente, una alicuota de 1 mL del extracto fue evaporado hasta sequedad
mediante N, el residuo fue reconstituido con el solvente de la fase movil inicial, filtrado a
través de un filtro de 0,45 um vy, luego, analizado mediante un cromatografo liquido asociado
a un detector de multiples longitudes de onda (HPLC-MWD). Este procedimiento fue seguido
por la determinacion directa de antocianinas en hollejos de bayas y por la determinacion
directa de PBPM de hojas y raices. Para la cuantificacion de PBPM en hollejos de bayas y
antocianinas en hojas y raices, fue necesaria una preparacion adicional de las muestras.

5.2.3.1 Purificacion de antocianinas y PBPM

Para la determinacion de antocianinas en hojas, fue necesaria una preparacion adicional de la
muestra debido a la baja concentracion de estos compuestos en dicho tejido. Para ello, una
alicuota de 3 mL de los extractos obtenidos fue evaporado hasta sequedad mediante N, y
disuelto en 3 mL de agua acidificada al 0,1 % con &cido formico (AF). Las antocianinas
fueron concentradas y purificadas mediante una extraccion en fase sélida (SPE). En este
sentido, los extractos re-disueltos fueron cargados en una columna de SPE (Sep-pak® Cys, 500
mg) que, previamente, fue acondicionado con metanol acidificado al 0,1 % con AF y agua
acidificada al 0,1 % con AF. Las antocianinas quedaron adsorbidas sobre la columna,
mientras que los azUcares, acidos organicos y otros compuestos solubles fueron removidos
con la solucion de agua acidificada al 0,1 % con AF. Posteriormente, las antocianinas fueron
eluidas con 3 mL de metanol acidificado al 0,1 % con AF. La fraccion de metanol acidificado
fue evaporado hasta sequedad, el residuo fue re-disuelto en el solvente de la fase mévil inicial
y analizado mediante HPLC-MWD.

Por otro lado, para la determinacion de los PBPM de hollejos de bayas, una alicuota de 6 mL
de los extractos obtenidos fue evaporado hasta sequedad y re-disuelto en 5 mL de agua. Los
PBPM fueron extraidos de acuerdo a la metodologia publicada por Fontana y Bottini (2014).
Para ello, los extractos re-suspendidos fueron extraidos con 2,5 mL de acetonitrilo (MeCN)
acidificado al 2,5 % con AF. Se agrego 1,5 g de NaCl y 4 g de MgSO,, se agitd en vortex
durante 1 min y se centrifug6 durante 10 min a 3000 rpm. Luego, una alicuota de 1 mL del
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo conteniendo 150 mg de MgSO,, 100 mg de PSA
(mezcla de aminas primarias y secundarias) y 100 mg de Cig. La mezcla se agitd en vortex
durante 1 min y se centrifugd durante 10 min a 3000 rpm. Finalmente, una alicuota del
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sobrenadante fue evaporado hasta sequedad con Ny, el residuo fue re-disuelto en el solvente
de la fase movil inicial y, luego, analizado por HPLC-MWD.

5.2.3.2 Analisis mediante HPLC-MWD

La separacion y cuantificacion por cromatografia liquida fue llevada a cabo mediante el
equipo Dionex Ultimate 3000 HPLC-MWD  (Dionex Softron GmbH, Thermo Fisher
Scientific Inc., Germering, Germany) y una columna Cig de fase reversa Kinetex (100 mm x 3
mm, 2,6 um) Phenomenex (Torrance, CA, USA). Para el analisis de los PBPM, las fases
moviles utilizadas fueron agua ultrapura con 0,1 % de AF (A) y MeCN (B). Los analitos
fueron separados siguiendo el siguiente gradiente: 0-2,7 min, 5 % B; 2,7-11 min, 30 % B; 11-
14 min, 95 % B; 14-15,5 min, 95 % B; 15,5-17 min, 5 % B: 17-20, 5 % B. El flujo de la fase
mévil fue fijado a 0,8 mL min™. La temperatura de la columna fue de 35 °C y el volumen de
inyeccion fue de 5 pL. Las muestras fueron cuantificadas usando una calibracion externa con
estandares puros. Para todos los PBPM estudiados, los rangos lineares entre 2 y 1000 ug mL™
tuvieron un coeficiente de determinacién (R?) mayor que 0,998.

Para el andlisis de antocianinas, la fase movil consistio en una mezcla de agua ultrapura: AF:
MeCN, 87:10:3, v/v/v (A) y una mezcla de agua ultrapura: AF: MeCN, 40:10:50, v/viv (B)
usando el siguiente gradiente: 0 min, 10% B; 0-6 min, 25% B; 6-10 min, 31% B; 10-11min,
40% B; 11-14 min, 50% B; 14-15 min, 100% B; 15-17 min, 10% B; 17-21 min, 10% B. El
flujo de la fase movil fue de 1 mL min™, la temperatura de la columna fue de 25 °C vy el
volumen de inyeccion fue de 5 uL. Las cuantificaciones fueron llevadas a cabo mediante la
medicién del &rea bajo la curva a 520 nm y el contenido de antocianina fue expresado como
malvidina-3-glucésido, usando una curva de calibracién estandar externa (1-250 pg mL™,
R?=0.9984).

5.2.4 Extraccion y cuantificacion de mono-, sesqui- y triterpenos

La extraccion de mono-, sesqui- Yy triterpenos se realiz6 a partir de hojas adultas, hollejo de
bayas y de la raiz de 4 plantas de vid por tratamiento, en el momento fenol6gico de envero (a
los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en
plantas tratadas con GA3). En el caso de hojas y hollejos, se pes6 una cantidad de 100 mg de
tejido fresco y se macer6 con mortero y pilon utilizando 1 mL de metanol y 1,5 mL de
diclorometano. En el caso de las raices, se partio de 1 g de tejido fresco y se macero con 1,5
mL de metanol: agua, 80: 20, v/iv y 2 mL de diclorometano. Una vez homogenizado, la
mezcla se trasvasO a tubos de vidrio con tapa a rosca, se agitd en vortex y se guardo en
heladera a 4 °C toda la noche. Luego, la mezcla se coloco en tubos eppendorf de 1,5 mL y se
centrifugo durante 5 min a 13000 rpm. El sobrenadante fue colocado en un tubo de vidrio con
tapa a rosca observandose dos fases bien definidas (fase diclorometano y fase metanol); la
fase metanol fue acidificada al 0,2 % con AF. Se agito con vortex y se dejo en heladeraa 4 °C
durante toda la noche. Posteriormente, se colocd en un inserto 100 pL de la fase
diclorometano y se le adicion6 100 ng de n-hexadecano como estandar interno. Se inyecto, en
modo split-splitless, 2 uL de la muestra en el GC-MS. Se utiliz6 una columna Perkin-Elmer
Elite-5MS (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de pelicula)
en donde la elucién se realizé con He cuyo flujo fue de 0,7 mL min™. Para la determinacién
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de mono- y sesquiterpenos, el programa de temperatura del horno fue el siguiente:
temperatura inicial 45 °C por 1 min, seguido de un incremento de 2 °C min™ hasta 130 °C,
luego un incremento de 20 °C min™ hasta alcanzar 250 °C y se mantuvo en esta temperatura
durante 10 min. En el caso de la determinacion de triterpenos, el programa fue el siguiente:
temperatura inicial 60 °C por 1 min, seguido de un incremento de 10 °C min™* hasta 280 °C y
se mantuvo en esta temperatura durante 22 min. El potencial de ionizacion del espectrometro
de masa fue de 70 eV y se escaned un rango de 40-500 unidades de masa. Una vez obtenidos
los cromatogramas, los compuestos fueron identificados comparando los tiempos de retencion
en GC y los espectros de masa completos de los correspondientes estdndares previamente
inyectados y/o espectros de la libreria NIST (Gil et al. 2012). Luego, la cuantificacion de cada
compuesto identificado se realiz6 comparando el area del pico del compuesto con el area del
pico de la concentracion conocida de n-hexadecano.

5.2.5 Andlisis de datos

Para analizar estadisticamente los datos se realizd un andlisis de la varianza de una via
(ANOVA) vy posterior prueba de comparacion de medias utilizando el estadigrafo LSD de
Fisher. Se fijo un nivel de significancia de p < 0,05 para diferenciar entre medias utilizando el
programa InfoStat (http://sites.google.com/site/fgstatistics).



83

5.3 Resultados

5.3.1 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de aminoacidos
libres en hojas de plantas de vid

Como se puede observar en la Figura 5.1, se pudieron identificar 13 aminodacidos libres en las
hojas de plantas de vid. Los tratamientos con ABA y GA; disminuyeron los contenidos de los
aminoacidos alifaticos neutros (L-valina, L-leucina y L-isoleucina), los aminoacidos
aromaticos (L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptofano) y aminodcidos basicos (L-lisina). Por
otro lado, las aplicaciones con ABA incrementaron los contenidos de los aminoacidos acidos
(L-asparagina, L-&cido glutdmico y L-acido aspértico) y del amino4cido L-prolina. De acuerdo
a la Figura 5.2, los aminoacidos mayoritarios en los tres tratamientos son el L-acido glutamico
y L-acido aspartico. Las plantas tratadas con ABA y GA3 presentaron una disminucion de las
concentraciones relativas de ciertos aminoacidos como L-fenilalanina, L-valina, L-leucina, L-
isoleucina y L-lisina comparados con el control.
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Figura 5.1. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de aminoacidos libres (AA, ng mg™ PF) medida en
hojas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAjg). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.
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Figura 5.2. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de aminoécidos libres (expresada en %) en
hojas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAs).

5.3.2 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de aminoacidos
libres en bayas de plantas de vid

A diferencia de lo observado en hojas de plantas de vid, en hollejos de bayas se pudieron
identificar una mayor cantidad (18) de aminoacidos libres (Figura 5.3). En este caso, el



85

tratamiento con GAj3; provocd un incremento de la concentracion de la mayoria de los
aminoacidos, tanto alifaticos neutros (L-alanina, L-valina, L-leucina y L-isoleucina),
aromaticos (L-tirosina), acidos (L-asparagina, L-&cido glutdmico y L-4cido aspartico),
azufrados (L-metionina) como de L-prolina. Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los aminodcidos identificados entre los tratamientos ABA y
control. De acuerdo a la concentracion relativa (Figura 5.4), los aminoacidos mayoritarios en
los tres tratamientos son el L-acido aspartico y la L-prolina. Las plantas tratadas con ABA
presentaron una notoria disminucion relativa del aminoacido L-prolina (18 %) comparado con
los tratamientos GAs; (34 %) y control (35 %). Asimismo, el ABA, increment6 la
concentracion relativa de otros aminoacidos minoritarios en hollejo como el L-acido
glutdmico, L-GABA (y-amino butirico), L-alanina, L-fenilalanina y la L-histidina en
comparacion con los restantes tratamientos.
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Figura 5.3. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de aminoacidos libres (AA, ng mg™ PF) medida en
hollejos de bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas
con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj3). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.
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Figura 5.4. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién relativa de aminoécidos libres (expresada en %) en
hollejos de bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas
con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3).

5.3.3 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de aminoacidos
libres en raices de plantas de vid

En raices de plantas de vid se pudieron identificar solamente 11 aminoéacidos libres (Figura
5.5). En este caso, los tratamientos con GA3z y ABA provocaron una disminucion dréastica en la
concentracion de todos los aminoacidos identificados, a excepcion del L-acido glutamico que
no presento diferencias significativas entre las plantas tratadas con las fitohormonas y las
plantas control. De acuerdo a la concentracion relativa (Figura 5.6), los aminoacidos
mayoritarios en los tres tratamientos son el L-acido glutamico, L-acido aspartico y la L-
alanina. Sin embargo, las plantas tratadas con GAj3; presentaron concentraciones relativas
semejantes de los aminodcidos L-acido glutamico (24 %), L-&cido aspartico (30 %) y L-
alanina (22 %), en comparacién con los tratamientos control y ABA en donde el aminoacido
con mayor concentracion relativa fue el L-acido aspartico (50 %). Por otro lado, el tratamiento
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ABA mostr6 mayores concentraciones relativas de ciertos aminoacidos como la L-fenilalanina
y el L-&cido glutamico en comparacion con el control. Asimismo, las plantas tratadas con
ABA presentaron menores concentraciones relativas de los aminoécidos L-alanina, L-valina y
L-isoleucina en comparacion con el control.
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Figura 5.5. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de aminoacidos libres (AA, ng mg™ PF) medida en
raices de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAs). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado
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Figura 5.6. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién relativa de aminoécidos libres (expresada en %) en
raices de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAy).

5.3.4 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de antocianos en
bayas de plantas de vid

En la Figura 5.7 se puede observar el contenido de los distintos antocianos identificados en
hollejos de bayas de plantas de vid. Se identificaron las antocianinas delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina y malvidina, tanto en sus formas glucosilada, acetilada como p-
cumarilada. Las aplicaciones con GA3 provocaron, en 8 de las 15 antocianinas identificadas,
una disminucion de sus contenidos en comparacion con los tratamientos ABA y control, aln
cuando las bayas de este tratamiento fueron cosechadas 5 dias mas tarde que las de los
controles. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de
antocianos entre los tratamientos ABA y control. Sin embargo, se tiene que tener en cuenta
que las bayas tratadas con ABA se cosecharon una semana antes que las controles, por lo que
dicha fitohormona, estimulo la sintesis de estos metabolitos secundarios. En los tres
tratamientos se observd una mayor abundancia de las antocianinas glucosiladas, seguida por
las p-cumariladas y por ultimo las acetiladas. Dentro de las glucosiladas, el antociano de
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mayor abundancia fue la malvidina-3-glucésido (Figura 5.8). En relacion a las concentraciones
relativas de los distintos compuestos (Figura 5.8), no se observaron diferencias entre los
tratamientos ABA y control; mientras que el tratamiento GA3 incrementd la concentracion
relativa de la malvidina-3-glucosido y de la malvidina-3-p-cumarilada en comparacion con el
control. Asimismo, dicho tratamiento disminuy6 las concentraciones relativas de los
antocianos petunidina-3-glucésido y delfinidina-3-glucosido en comparacion con el control.
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Figura 5.7. Efecto de ABA y GA, sobre la concentracién de antocianos (ug mg™ PF) medidos en hollejos de
bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAg). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado; Del-3-G: Delfinidina-3-
Glucotsido; Cia-3G: Cianidina-3-Glucésido; Pet-3-G:Petunidina-3-Glucdsido; Peo-3-G: Peonidina-3-Glucésido;
Mal-3-G: Malvidina-3-Glucésido; Del-3-acet: Delfinidina-3-acetilada; Cia-3-acet: Cianidina-3-acetilada; Pet-3-
acet: Petunidina-3-acetilada; Peo-3-acet: Peonidina-3-acetilada; Mal-3-acet: Malvidina-3-acetilada; Del-3-p cum:
Delfinidina-3-p cumarilada; Cia-3-p cum: Cianidina-3-p cumarilada; Pet-3-p cum: Petunidina-3-p cumarilada;
Peo-3-p cum: Peonidina-3-p cumarilada; Mal-3-p cum: Malvidina-3-p cumarilada.
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Figura 5.8. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de antocianos (expresada en %) en hollejos de
bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAz). Del-3-G: Delfinidina-3-Glucésido; Cia-3G: Cianidina-3-Glucésido;
Pet-3-G:Petunidina-3-Glucdsido; Peo-3-G: Peonidina-3-Glucoésido; Mal-3-G: Malvidina-3-Glucosido; Del-3-
acet: Delfinidina-3-acetilada; Cia-3-acet: Cianidina-3-acetilada; Pet-3-acet: Petunidina-3-acetilada; Peo-3-acet:
Peonidina-3-acetilada; Mal-3-acet: Malvidina-3-acetilada; Del-3-p cum: Delfinidina-3-p cumarilada; Cia-3-p
cum: Cianidina-3-p cumarilada; Pet-3-p cum: Petunidina-3-p cumarilada; Peo-3-p cum: Peonidina-3-p
cumarilada; Mal-3-p cum: Malvidina-3-p cumarilada.

5.3.5 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de antocianos en
hojas de plantas de vid

A diferencia de lo ocurrido en hollejos de bayas de vid, los antocianos en hojas se encuentran
en muy bajas concentraciones. Asimismo, s6lo se pudieron identificar el 50 % de los
compuestos observados en hollejos. Dentro de los 8 antocianos identificados, sélo la
malvidina-3-glucésido y la peonidina-3-glucésido se encontraron en los tratamientos GAsz y
control, los restantes solo pudieron identificarse en las hojas tratadas con ABA (Figura 5.9).
Las aplicaciones con ABA incrementaron significativamente las concentraciones de
peonidina-3-glucdsido y malvidina-3-glucdsido en comparacion con los restantes tratamientos,
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mientras que no se encontrd diferencias significativas entre las plantas tratadas con GA3 vy las
controles. De acuerdo a las concentraciones relativas de los antocianos (Figura 5.10), el
tratamiento con GAj; incrementd la malvidina-3-glucdsido y disminuyé la peonidina-3-
glucésido en comparacion con los restantes tratamientos. Por otro lado, el ABA no modifico la
concentracion relativa de la malvidina-3-glucosido en comparacion con el control, pero si
disminuy6é la concentracion relativa de peonidina-3-glucésido. Asimismo, el segundo
compuesto méas abundante en dicho tratamiento fue la malvidina-3-p-cumarilada.
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Figura 5.9. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion de antocianos (ug mg™ PF) medidos en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAg). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado; Del-3-G: Delfinidina-3-Glucosido; Cia-
3G: Cianidina-3-Glucdsido; Pet-3-G:Petunidina-3-Glucosido; Peo-3-G: Peonidina-3-Glucosido; Mal-3-G:
Malvidina-3-Glucdsido; Cia-3-p cum: Cianidina-3-p cumarilada; Peo-3-p cum: Peonidina-3-p cumarilada; Mal-3-
p cum: Malvidina-3-p cumarilada.
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Figura 5.10. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de antocianos (expresada en %) en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GA;). Del-3-G: Delfinidina-3-Glucésido; Cia-3G: Cianidina-3-Glucosido; Pet-3-
G:Petunidina-3-Glucosido; Peo-3-G: Peonidina-3-Glucésido; Mal-3-G: Malvidina-3-Glucésido; Cia-3-p cum:
Cianidina-3-p cumarilada; Peo-3-p cum: Peonidina-3-p cumarilada; Mal-3-p cum: Malvidina-3-p cumarilada.

5.3.6 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de PBPM en
hojas de plantas de vid

Como se puede apreciar en la Figura 5.11, en hojas de plantas de vid se lograron identificar 7
compuestos polifendlicos de bajo peso molecular. Las aplicaciones con GAj3 incrementaron
significativamente los contenidos de (-)-epigalocatequin galato, mientras que provocd una
disminucion significativa de las concentraciones de los compuestos acido caftérico, &cido
cafeico, acido p-cumarico, quercetin-3-glucdsido y kaempferol-3-glucésido en comparacion
con el control. Asimismo, no se observaron diferencias entre GAs y los restantes tratamientos
en relacion al compuesto (-)-galocatequin galato. Las aplicaciones con ABA produjeron una
disminucion significativa de las concentraciones de los compuestos (-)-epigalocatequin galato
y kaempferol-3-glucosido en comparacion con el control, mientras que no se encontraron
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diferencias entre ABA y control en relacion a los restantes compuestos identificados. La
Figura 5.12 muestra las concentraciones relativas de los PBPM en hojas de plantas de vid en
los tres tratamientos. EI compuesto mayoritario, independientemente del tratamiento, fue el
acido caftarico con una concentracion relativa superior al 90 %. No hubieron diferencias en
relacion a los contenidos relativos de los compuestos entre ABA y control, mientras que las
hojas tratadas con GAz mostraron una pequefia disminucién de la concentracion relativa del
acido caftéarico y un pequefio aumento del contenido relativo del (-)-epigalocatequin galato en
comparacion con los restantes tratamientos.
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Figura 5.11. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion de polifenoles de bajo peso molecular (PBPM, pg g™
PF) medidos en hojas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAs). Los valores corresponden a medias + EE, n=4.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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Figura 5.12. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de polifenoles de bajo peso molecular
(expresada en %) en hojas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en
plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3).

5.3.7 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de PBPM en
bayas de plantas de vid

En hollejos de bayas de plantas de vid se pudieron identificar 9 compuestos polifendlicos de
bajo peso molecular, dos mas que los identificados en hojas (Figura 5.13). Asimismo, el acido
caftarico, que fue el compuesto mayoritario en hojas, no se logrd identificar en hollejos.
Ademas, las concentraciones de los PBPM en hollejos fueron mas bajas que aquellos en hojas.
Las aplicaciones con ABA redujeron significativamente las concentraciones de los
compuestos acido siringico y (-)-epicatequina comparados con el control, mientras que no se
encontraron diferencias significativas con respecto a los restantes compuestos entre ambos
tratamientos. Las plantas tratadas con GAs mostraron una disminucién significativa en el
compuesto (-)-galocatequina en comparacién con los restantes tratamientos, mientras que no
se observaron diferencias estadisticas en los demas compuestos entre GAs y el control. De
acuerdo a las concentraciones relativas de los PBPM (Figura 5.14), se pudo observar que el
compuesto mayoritario en hollejos de bayas de vid fue la (+)-catequina. Las aplicaciones con
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ABA produjeron un incremento notorio del contenido relativo del compuesto (+)-catequina
con una correspondiente reduccién de las concentraciones relativas de los compuestos (-)-
epicatequina, acido p-cumarico y quercetin-3-glucosido en comparacion con el control. Por
otro lado, las aplicaciones con GA3z provocaron un incremento notorio en la concentracion
relativa del compuesto (-)-epigalocatequin galato con la correspondiente disminucion del
contenido relativo de los compuestos (-)-galocatequina y quercetin-3-glucosido comparado
con el control.
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Figura 5.13. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de polifenoles de bajo peso molecular (PBPM, pg g™*

PF) medidos en hollejos de bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en
plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAz). Los valores corresponden a medias +
EE, n=4. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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Figura 5.14. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de polifenoles de bajo peso molecular
(expresada en %) en hollejos de bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63
DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3).

5.3.8 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de PBPM en
raices de plantas de vid

En raices de plantas de vid se pudieron identificar, como en hojas, 7 compuestos polifendlicos
de bajo peso molecular (Figura 5.15). Asimismo, las concentraciones de los PBPM en este
tejido fueron mas bajas que aquellos en hojas y hollejos. No se observaron diferencias
significativas en la concentracion de ningun compuesto identificado, a excepcion de la (-)-
epigalocatequin galato que mostrd un incremento significativo en raices de las plantas tratadas
con los reguladores de crecimiento. Como lo sucedido en hollejos, el compuesto mayoritario
en raices fue la (+)-catequina, pero a diferencia de lo encontrado en hollejos, el segundo
compuesto con mayor contenido relativo en raices fue el acido caftarico (Figura 5.16). Las
aplicaciones con GA3 provocaron un incremento en el contenido relativo del compuesto (-)-
epigalocatequin galato con la correspondiente disminucion de las concentraciones relativas de
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los compuestos &cido siringico y acido caftarico en relacion al control. Por otro lado, no se
observaron modificaciones importantes en el contenido relativo de PBPM entre los

tratamientos ABA y control.
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Figura 5.15. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion de polifenoles de bajo peso molecular (PBPM, ug g*
PF) medidos en raices de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas
tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA3). Los valores corresponden a medias + EE, n=4.
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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Figura 5.16. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de polifenoles de bajo peso molecular
(expresada en %) en raices de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en
plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAy).

5.3.9 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de terpenos en
hojas de plantas de vid

En el Cuadro 5.1 se pueden observar los 5 monoterpenos identificados en hojas de plantas de
vid tratadas con los reguladores de crecimiento. No se encontraron diferencias significativas
en la mayoria de los monoterpenos encontrados entre las fitohormonas, a excepcion del
terpeno cimene cuya concentracion se vio incrementada con la aplicacién de ABA. En la
Cuadro 5.2 se encuentran los sesquiterpenos identificados en las hojas de plantas de vid. Al
igual que lo sucedido con los monoterpenos, no se pudieron detectar sesquiterpenos en los
tejidos de las plantas controles. Asimismo, las aplicaciones con ABA incrementaron
significativamente las concentraciones de los terpenos a- y B-farneseno y bergamoteno con
respecto al tratamiento GAs. Por otro lado, no hubo diferencias estadisticas entre ambas
fitohormonas en relacion a los sesquiterpenos nerolidol y farnesol. En la Cuadro 5.3 se pueden
observar los triterpenos identificados en las hojas de plantas de vid. En este caso se pudieron
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detectar los compuestos en los tres tratamientos. Las aplicaciones con las fitohormonas
mostraron un incremento significativo del escualeno con respecto al control. Asimismo, las
aplicaciones con los reguladores de crecimiento provocaron una disminucion significativa de
los esteroles a-tocoferol, estigmasterol y y-sitosterol con respecto al control. Ademas, las
aplicaciones con ABA incrementaron el contenido de estigmasterol comparado con el
tratamiento GAs. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre los tres
tratamientos en relacién al compuesto taraxasterol. La Figura 5.17 muestra el contenido
relativo de los terpenos medidos en los tres tratamientos de las hojas de plantas de vid. Como
en las plantas controles no se pudieron detectar mono- y sesquiterpenos, el compuesto mas
abundante fue el a-tocoferol, seguido por el y-sitosterol y el escualeno. En cambio, en las
hojas tratadas con las fitohormonas los compuestos mas abundantes fueron terpinoleno,
nerolidol y farnesol. Las hojas tratadas con ABA mostraron un mayor contenido relativo del
compuesto terpinoleno, en cambio, el tratamiento con GAj provoc6 una disminucién del
contenido relativo de dicho terpeno, en comparacion con el tratamiento ABA, en
correspondencia con un incremento de la concentracion relativa del compuesto nerolidol.

Cuadro 5.1. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de monoterpenos (ng mg™ PF) medidos en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAg). Los valores corresponden a medias £ EE, n=4. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Tratamiento Cime_=1ne D-Iimo_r;eno Eucali_|1otol y-terpigeno Terpinplleno
(hgmg"PF)  (ngmg™PF)  (ng mg™PF) (ng mg~ PF) (ng mg~ PF)
Control nd nd nd nd nd
ABA 4134+415a 55.41+488a 26.36+3.43a 42590%+39.07a 9526.01+827.34a
GA; 16.12+3.57b 36.36+9.49a 1946+464a 248.22+62.13a 6981.09+1711.06a

Cuadro 5.2. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion de sesquiterpenos (ng mg™ PF) medidos en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAj3). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Tratamiento p-farneseno Bergamoteno  a-farneseno Nerolidol Farnesol
(ngmg™PF)  (ngmg”PF)  (ng mg” PF) (ng mg” PF) (ng mg” PF)
Control nd nd nd nd nd
ABA 14796 +34.76 a 27.20+5.72a 44.76+10.49a 3903.48+586.12a  4229.93+391.64 a

GA; 19.31+£529b 384+0.39b 1213+ 0.60b 5278.33+2297.05a 3721.05+961.36a
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Cuadro 5.3. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracién de triterpenos (ng mg™ PF) medidos en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAg). Los valores corresponden a medias £ EE, n=4. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Escualeno a-tocoferol Estigmasterol y-sitosterol Taraxasterol

Tratamiento (ng mg™ PF) (ng mg’* PF) (ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™* PF)

Control 199.37+21.35b 64358+84.62a 30.73+0.92a 372.76+24.17a 41.98 +6.36 a
ABA 204.29+20.64a 37264+71.60b 1445+159b 185.61+18.04Db 31.48+198a

GA; 298.74+16.43a 213.49%3333b 946+0.59c 146.69+£4.99b 43.24+249a
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Figura 5.17. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de terpenos (expresada en %) en hojas de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GA3).
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5.3.10 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de terpenos en
bayas de plantas de vid.

En el caso de hollejos de plantas de vid, solo se pudieron identificar 3 monoterpenos (pineno,
y-terpineno y terpinoleno) y un sesquiterpeno (nerolidol, Cuadro 5.4). Al igual que lo ocurrido
en las hojas, en los controles no se pudo detectar la presencia de monoterpenos ni de
sesquiterpenos. Las plantas tratadas con ABA y GA3; no mostraron diferencias significativas
en relacién a los mono- y sesquiterpenos medidos (Cuadro 5.4). Por otro lado, se pudieron
identificar 5 triterpenos en hollejos de bayas de vid (Cuadro 5.5). No se observaron
diferencias significativas entre los tres tratamientos en relacion a los compuestos escualeno y
a-tocoferol. Por otro lado, las aplicaciones con GAj incrementaron las concentraciones de
ergostenol y estigmasterol comparadas con los restantes tratamientos. Ademas, el esterol y-
sitosterol sélo pudo ser identificado en el tratamiento control. De acuerdo a los contenidos
relativos de los terpenos en hollejos, el compuesto preponderante en el tratamiento control fue
el esterol y-sitosterol, mientras que los compuestos méas abundantes en los hollejos tratados
con los reguladores de crecimiento fueron terpinoleno y nerolidol (Figura 5.18). Asimismo,
las aplicaciones con GAj; incrementaron las concentraciones relativas de a-tocoferol y
ergostenol en comparacidon con las concentraciones relativas de estos compuestos en el
tratamiento ABA.

Cuadro 5.4. Efecto de ABA y GA, sobre la concentracién de mono- y sesquiterpenos (ng mg™ PF) medidos en
hollejos de bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas
con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GAj3). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Pineno y-terpineno  Terpinoleno Nerolidol

Tratamiento (ngmg* PF) (ngmg™PF) (ngmg™*PF) (ng mg" PF)

Control nd nd nd nd
ABA 3.27+087a 102+029a 2700+6.23a 27.12+2.08a

GA; 340+1.10a 0.73+0.21a 23.38+440a 2228+4.29a

Cuadro 5.5. Efecto de ABA y GA, sobre la concentracion de triterpenos (ng mg™ PF) medidos en hollejos de
bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAg). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Tratamiento Escualeno a-tocoferol Ergostenol Estigmasterol v-sitosterol
(ng mg™ PF) (ngmg*PF)  (ngmg’PF)  (ngmg” PF) (ng mg™ PF)
Control 7.73+229a 7.11+346a 2.06+0.19¢ 271+1.49b 43.13+9.56 a
ABA 11.45+2.80a 6.47+4.98 a 3.85+0.87b 220+0.42b nd

GA; 8.72+344a 9.95+3.60a 562+121a 416 +0.89 a nd
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Figura 5.18. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de terpenos (expresada en %) en hollejos de
bayas de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA 'y
a los 75 DDA en plantas tratadas con GAy).

5.3.11 Las aplicaciones con ABA y GA; modifican los contenidos de terpenos en
raices de plantas de vid

En las raices de plantas de vid sélo se identificd un solo sesquiterpeno (nerolidol) y ningun
monoterpeno (Cuadro 5.6). Asimismo, se identificaron 7 triterpenos (Cuadro 5.6). Las
aplicaciones con las fitohormonas incrementaron significativamente el contenido de nerolidol,
mientras que no se pudo detectar dicho compuesto en las raices controles. El tratamiento GA3
provocé un aumento significativo en las concentraciones de los esteroles escualeno, a-
tocoferol, ergostenol, estigmasterol, y-sitosterol, taraxasterol y betulina en comparacion con el
tratamiento control; mientras que no hubo diferencias significativas en la mayoria de los
triterpenos entre los tratamientos ABA y GAg, a excepcion del compuesto betulina el cual
registrd un incremento significativo en las plantas tratadas con ABA. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos ABA y control con respecto a los
compuestos a-tocoferol y ergostenol. De acuerdo a los contenidos relativos de los distintos
terpenos en raices (Figura 5.19), el terpeno de mayor abundancia en los controles fue el y-
sitosterol. Por otro lado, en las plantas tratadas con los reguladores de crecimiento el
compuesto mas abundante fue el escualeno. Asimismo, las aplicaciones con GAg
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incrementaron el contenido relativo del escualeno con una consiguiente disminucion en la
concentracion relativa del taraxasterol en comparacion con el tratamiento ABA.

Betulina Nerolidol

1% .
Escyaleno 4% Betulina Nerolidol
1w %
Ergostenol °

7%

Taraxasterol Taraxasterol

20% 19%
y-sitosterol
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Figura 5.19. Efecto de ABA y GA; sobre la concentracion relativa de terpenos (expresada en %) en raices de
plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75
DDA en plantas tratadas con GAg).
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Cuadro 5.6. Efecto de ABA y GA, sobre la concentracioén de sesqui- y triterpenos (ng mg™ PF) medidos en raices de plantas de vid en envero (a los 70 DDA en plantas
control, a los 63 DDA en plantas tratadas con ABA y a los 75 DDA en plantas tratadas con GA;). Los valores corresponden a medias + EE, n=4. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). nd: no detectado.

Tratamiento Nerol_ildol Escua_lleno u-tocoflerol Ergost_?nol Estigma}fterol y-sitos_tlerol Taraxa_slterol Betul_ilna
(ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™ PF) (ng mg™~ PF) (ng mg™ PF)
Control nd 3.93+0.85b 8.03+3.73b 13.85+2.77b 30.68+5.12 b 93.48+20.11b 37.09+15.28 b 0.75+0.08 c
ABA 62.83+10.59a 32959+4436a 18.93+3.13ab 24.03+3.74ab 67.73+9.82a 176.60+24.7l1a 162.61+19.00a 10.37+164a
GA; 101.58 £+21.01a 504.77+95.99a 2831+275a 30.57+4.06a 6988+7.35a 22427+351la 99.18+29.69a 442+0.73b
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5.4 Discusion

Los metabolitos secundarios presentes en las bayas de vid son un factor clave en las
caracteristicas organolépticas del vino (Conde et al. 2007), de alli la importancia de conocer el
perfil de estos compuestos desde un punto de vista enoldgico. Por otro lado, se conoce que
estan involucrados en la respuesta de la planta a sefiales del ambiente, bidtico y abiotico
(Grassmann et al. 2002, Berli et al. 2010, Nagegowda 2010, Gil et al. 2012, Escoriaza et al.
2013). En este sentido, las plantas los sintetizan como compuestos de defensa ya sea en una
situacion de estrés oxidativo, herbivoria y patdgenos. En esta seccion de la tesis, se analizo el
perfil y concentracién de dos tipos de metabolitos secundarios (polifenoles y terpenos) como
asi también de aminoéacidos libres con implicancias en la calidad de los vinos, en tres 6rganos
de la planta: hoja, baya y raiz, en un solo momento fenoldgico (envero).

Las aplicaciones con los reguladores de crecimiento provocaron un incremento significativo
tanto de monoterpenos como de sesquiterpenos en los tres 6rganos de la planta; mientras que
no se detectd la presencia de estos compuestos en las plantas controles. De lo anterior se
desprende que tanto ABA como GAg; indujeron la sintesis de novo de mono- y sesquiterpenos.
Asimismo, al realizarse las aplicaciones Unicamente sobre la parte aérea y al observar las altas
concentraciones del sesquiterpeno nerolidol en raices de plantas tratadas con ambos
reguladores de crecimiento, se puede inferir que ABA y GAg; intervienen en una respuesta
sistémica. Por otro lado, las aplicaciones con los reguladores de crecimiento no incrementaron
las concentraciones de los esteroles de membrana (triterpenos) en hojas y hollejo. Esto puede
atribuirse a una suerte de competencia entre la sintesis de mono-, sesquiterpenos y de
triterpenos. Es por ello que en la raiz, al sintetizarse unicamente el sesquiterpeno nerolidol en
las plantas tratadas con los reguladores de crecimiento, se pudieron observar mayores
concentraciones de los esteroles de membrana en relacion al control.

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo confirman que la sintesis de terpenos estarian
mediando la defensa contra estrés oxidativo provocado por radiacion UV-B (Gil et al. 2012,
Alonso et al. 2015) y contra patdgenos (Salomon et al. 2014). Asimismo, tales estreses
(abidticos y bidticos) provocaron un incremento en la concentracion de la hormona ABA
(Berli et al. 2010, Gil et al. 2012, Salomon et al. 2014). Teniendo en cuenta lo anterior y los
resultados obtenidos en la presente tesis, es que se infiere que el ABA interviene como
molécula sefial en respuesta a sefiales del ambiente tanto bidtico como abiético, induciendo la
sintesis de terpenos. Por otro lado, estudios realizados en flores de la especie Arabidopsis
thaliana sugieren que el factor de transcripcion MYC2 se une a las regiones promotoras de los
genes TPS21 y TPS11, que codifican para dos terpeno sintasas, activando su expresion.
Ademas, se observé que las proteinas DELLAS (represores de la sefializacion de giberelinas)
interactian fisicamente con el factor de transcripcion MYC2 (Hong et al. 2012). De lo
anterior se desprende que las aplicaciones con GA3 en plantas de vid incrementaron la sintesis
de mono- y sesquiterpenos, debido posiblemente, a un mecanismo semejante a lo observado
en Arabidopsis thaliana. Es decir, las aplicaciones con el regulador de crecimiento
provocaron la degradacion de proteinas DELLAS con la consiguiente liberacion del factor de
transcripcion MYC2 vy la posterior sintesis de terpenos por acciéon de las enzimas terpeno
sintasas.
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Las bayas de vid presentan, ademas de azUcares y acidos organicos (como ya se ha observado
en capitulos anteriores) una amplia gama de polifenoles flavonoides (antocianinas, flavonoles
y flavanoles) y no flavonoides (estilbenos, acidos hidroxicinamicos y é&cidos
hidroxibenzoicos, Conde et al. 2007). Estos compuestos son de particular interés ya que
definen las caracteristicas organolépticas, nutricionales y nutracéuticas de las bayas de vid.
Asimismo, las antocianinas tienen una elevada capacidad antioxidante y, como componentes
de la dieta del hombre, tienen efectos beneficiosos contra enfermedades degenerativas y
ciertos tipos de canceres (Martin et al. 2013). En esta seccion se evaluaron los efectos de las
aplicaciones exdgenas con ABA y GA; sobre la concentracion de polifenoles flavonoides y no
flavonoides tanto en hoja, hollejo como raices de plantas de vid.

Se observé que las aplicaciones con ABA no modificaron los contenidos de ninguno de los
antocianos detectados en hollejo con respecto al control. Sin embargo, considerando que las
extracciones de las bayas de las plantas tratadas con ABA se realizaron una semana antes a la
cosecha de las plantas controles, se podria afirmar que ABA adelanta la maduracion, con el
consiguiente adelanto de la sintesis de antocianos en las bayas. Las aplicaciones con GAg,
ademas de retrasar la maduracion, provocé una disminucion significativa de la mayoria de los
antocianos determinados en envero. Esto podria estar relacionado con los mayores contenidos
de glucosa y fructosa encontrados en las bayas tratadas con dicho regulador de crecimiento al
final del experimento (capitulo 3). Es decir, posiblemente, el mayor contenido de azlcares
pudo deberse a que éstos no fueron utilizados como fuente de carbono para la sintesis de
antocianos. Por lo tanto, si bien un mayor contenido de azlcares es beneficioso para la
industria vitivinicola, la disminucion del contenido de polifenoles flavonoides, dado por GAg,
representa una gran desventaja al momento de considerar su uso como herramienta
tecnoldgica.

Con respecto a las hojas, las aplicaciones con ABA indujeron la sintesis de antocianos.
Experimentos a campo llevados a cabo por miembros de nuestro grupo de trabajo demostraron
que la radiacién UV-B provoco la sintesis de compuestos polifenélicos en hojas de plantas del
cv. Malbec (Berli et al. 2010). La sintesis de estos compuestos estaria relacionada con una
respuesta contra el dafio por estrés oxidativo dado por especies reactivas del oxigeno (EROS).
En este sentido, el ABA, al igual que lo observado con los terpenos, estaria actuando como la
molécula sefial que media la respuesta contra estrés abidtico. Sin embargo, al analizar los
polifenoles de bajo peso molecular (polifenoles no flavonoides), a diferencia de lo observado
por Berli et al. (2010), tanto la quercetin-3-glucésido como el kampferol-3-glucésido (dos
compuestos asociados contra el dafio oxidativo) bajan significativamente su concentracion
con respecto al control. Esto estaria sugiriendo que la radiacion UV-B tendria una respuesta
dependiente y otra independiente a ABA.

Los amino&cidos juegan un papel fundamental en la calidad del vino. En este sentido, los
aminoacidos son los precursores de algunos compuestos volatiles formados durante la
fermentacion, por ej. ésteres y alcoholes superiores (Henschke y Jiranek 1993, Rapp vy
Versisni 1996). Por otro lado, como los aminoacidos estan asociados con el sabor, los
aminoacidos no asimilados por las levaduras contribuyen a las caracteristicas organolépticas
de los vinos. En la presente tesis, se tratd de correlacionar el perfil y la concentracién de los
distintos aminoacidos con la sintesis de metabolitos secundarios en los ditintos 6rganos de la
planta de vid.
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De acuerdo a lo explicado en el parrafo anterior, las menores concentraciones del aminoacido
L-fenilalanina y L-tirosina (precursores de la ruta de los fenilpropanoides), en hojas tratadas
con ABA, se correspondieron con el incremento de la concentracion de antocianinas en dicho
tejido. Por otro lado, las mayores concentraciones de los aminoécidos &cidos como: L-
asparagina, L-acido glutdmico y L- &cido aspartico, en las hojas tratadas con ABA, podrian
estar relacionadas con una respuesta al dafio por estrés oxidativo. Asimismo, los mayores
contenidos del aminoacido L-prolina estarian relacionados con el ajuste osmético en plantas
de vid, ya que se sabe que dicho aminoéacido se encuentra asociado con respuestas a estrés
osmotico y estrés oxidativo. En relacion al tejido hollejo, las mayores concentraciones del
amino&cido aromatico L-tirosina se correlaciond con los menores contenidos de antocianos en
bayas tratadas con GAs. Asimismo, las concentraciones semejantes de L-fenilalanina y L-
tirosina entre ABA y control se correspondieron con los contenidos de antocianinas en las
bayas de estos tratamientos (sin diferencias significativas). Se observo que en bayas de vid, la
L-prolina fue uno de los aminoécidos mas abundantes, en coincidencia con lo observado por
Stines et al. (2000). Se sabe que la concentracion de este aminoacido esta regulado por un
balance entre la sintesis y el catabolismo (Deuschle et al. 2004). Asimismo, estudios de
protedmica de bayas de vid tratadas con ABA sugieren que este regulador de crecimiento
disminuiria los contenidos de la enzima que cataboliza L-prolina (Giribaldi et al. 2010).
Ademas, se sabe que la concentracion de ABA aumenta significativamente en envero en
bayas de vid, lo que traeria aparejado el inicio de la maduraciéon. Dado que las bayas se
extrajeron en el momento fenologico coincidente con el pico de ABA, los grandes contenidos
de L-prolina se pudieron haber debido a la inhibicion de la enzima que cataboliza dicho
aminoacido.

Por otro lado, las mayores concentraciones de los aminoacidos detectados en raiz en el
tratamiento control, se pudo deber a que una mayor cantidad de nitrégeno organico es
acumulado en dicho drgano en relacion a los tratamientos ABA y GAs. En este sentido, las
aplicaciones con los reguladores de crecimiento pudieron haber inducido una movilizacién del
nitrégeno organico hacia la parte aérea de las plantas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en ésta seccion, se puede aceptar parcialmente la
hipétesis de trabajo V. Es decir, ABA y GA; modulan de forma diferencial la concentracién
de terpenos, aminoacidos y antocianos en hojas, bayas y raices de plantas de vid cv. Malbec.
Sin embargo, no se encontraron diferencias sustanciales en la concentracion de los polifenoles
de bajo peso molecular en los tres érganos de estudio entre los distintos tratamientos. Ademas,
mas investigaciones son necesarias para dilucidar el rol de los aminoacidos como precursores
de los principales metabolitos secundarios en vid.
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6.1 Discusion general

Las bayas de vid son frutos que acumulan grandes cantidades de azlcares en las vacuolas de
las células del mesocarpo a partir del momento fenol6gico de envero. Aunque el transporte a
larga distancia se realiza en forma de sacarosa, los azucares son acumulados como hexosas,
principalmente glucosa y fructosa (Conde et al. 2007). En la presente tesis, se observé que el
ABA adelanto6 la fecha de inicio de la maduracion de las bayas una semana con respecto al
control, confirmando su rol como regulador de la maduracion (Wheeler et al. 2009).

Como en la mayoria de los frutos, la acumulacion de azlcares en las bayas de vid no sélo
depende del carbono fijado durante la fotosintesis sino que también de la fuerza de los
destinos. En el presente trabajo, las plantas tratadas con ABA mostraron una disminucion
transiente de Pn causado por una disminucion temporal de gs dado por un cierre parcial de
estomas. En el caso de las plantas tratadas con GA3 se encontrd una clara correlacion entre gs
y Pn. Ademas, se observo una disminucién en la densidad de estomas como asi también del
contenido de clorofilas totales, sugiriendo que la fotosintesis fue afectada por la expansion
foliar (efecto de dilucion). De hecho, cuando gsy Pn fueron expresados por unidad de planta,
no se observaron diferencias entre los tratamientos GAs y control.

Es sabido que la fuerza que moviliza los fotoasimilados a través del floema es la diferencia de
presion de turgencia entre dos zonas del mismo (AP=AY,, Taiz y Zeiger 1998). Asimismo, se
cree que la carga floematica en la vid es pasiva, mediada por plasmodesmos (Slewinski et al.
2013). Por lo tanto, la concentracion de sacarosa debe ser mayor en el citoplasma de las
células del mesofilo para mantener el transporte. De acuerdo a la interpretacion de los
resultados presentados en esta tesis, el mecanismo general se explicita en la Figura 6.1.

El mayor contenido de sacarosa observado en las hojas tratadas con ABA y GAj en el estadio
fenologico de envero podria estar relacionado con un efecto promotor sobre la carga
floematica. Para dilucidar si la degradacion de almidon en hojas esta relacionada con el
contenido de sacarosa, se realizaron mediciones del contenido de almidén y actividad amilasa.
Se observd que el menor contenido de almidén en hojas tratadas con ABA debid ser una
consecuencia de la menor tasa fotosintética por unidad de &rea en lugar de un incremento en la
tasa de conversion de almidon a sacarosa, ya que la actividad amilasa no mostr6 diferencias
con respecto al control. Por otro lado, las hojas de plantas tratadas con GA3; mostraron una
mayor concentracion de sacarosa, lo que se explica como consecuencia de un efecto conjunto
de una menor Pn por unidad de area y un incremento en la actividad de las amilasas. Ademas,
se observé una baja concentracion de hexosas en las hojas tratadas con los reguladores de
crecimiento durante todo el desarrollo de la baya y no solamente durante envero. Es decir, que
el alto contenido de sacarosa observado en envero no se puede explicar mediante la utilizacién
de hexosas para su formacion. De acuerdo a lo anterior, los resultados sugieren que la
conversion almidon: sacarosa: monosacaridos no es lineal y por lo tanto otros procesos
bioquimicos podrian estar regulando el balance de dichos compuestos en hojas del cv.
Malbec.
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Algunos reportes en vid sugieren que existiria una carga floematica activa, mediada por
transportadores, que podria estar actuando conjuntamente con la carga floeméatica pasiva
(Afoufa-Bastien et al. 2010, Hayes et al. 2010, Medici et al. 2014, Pastenes et al. 2014). Los
resultados presentados en la presente tesis, dan nuevos indicios acerca de la regulacion de los
transportadores de azUcares por medio de ABA y GA; en plantas crecidas bajo condiciones de
campo. Los resultados mostraron que las aplicaciones con las hormonas provocaron una
disminucion general en la expresion de los genes que codifican tanto para transportadores de
hexosas como para transportadores de sacarosas. Es posible pensar entonces que la expresion
de los genes VVHT3, VVHT5 y VVHT6, al menos en hojas, podrian estar regulados por el
contenido de hexosas en lugar de ABA y GA; debido a las modificaciones en la concentracion
de carbohidratos observadas en las plantas tratadas con los reguladores de crecimiento. Por
otro lado, el mayor contenido de sacarosa y la menor expresion relativa de los genes
VvSUC12 y VWSUC27, en hojas tratadas con ABA y GAg, sugieren una regulacion negativa
por sacarosa en el estadio fenoldgico de envero.

A partir de envero, las bayas de vid cambian el mecanismo de descarga floematico, pasando
de ser simplastico a ser apoplastico (Zhang et al. 2006). En este sentido, una vez que la
sacarosa es descargada al espacio apoplastico es desdoblada por una invertasa de pared celular
(cwlINVs) para producir glucosa y fructosa (Zhang et al. 2006, Figura 6.1). Las diferencias
observadas en las concentraciones de sacarosa en envero como en post-envero entre ABA y el
control no pueden ser explicadas por la expresion de la VvcwINV ni por la expresion de
VvSUC12. Lo contrario ocurre entre los tratamientos GA3 y el control, en donde si bien no se
observaron modificaciones en la concentracion de sacarosa en ningin momento fenolégico
estudiado, si se registraron modificaciones en los niveles de expresion de los genes VvcwINV
y WSUC12. En relacion a lo explicado anteriormente, debe existir otro mecanismo que esté
regulando la concentracion de sacarosa en bayas de plantas de vid.

Una vez desdoblada la sacarosa en el espacio apoplastico por la accion de cwINVs, la glucosa
y fructosa es acumulada en el interior de las vacuolas de las células del mesocarpo mediante
transportadores de hexosas (Figura 6.1). De los genes analizados: VVHT1, VVHT2, VVHTS3,
VVHT5 y VWHT®, los que presentaron un mayor nivel de expresion a lo largo del desarrollo de
la baya y, por lo tanto, tendrian un rol preponderante en la acumulacion de hexosas fueron:
VWHT2, VWHT3 y VVHT6. En este sentido, la mayor expresion de estos genes dado por ABA
en el estadio fenolégico de envero, sugieren una estimulacién de la descarga floemética en las
bayas. Asumiendo una correlacion entre el area del floema y el nimero de tubos cribosos
(Canny 1973), el mayor area de floema en hojas, tallos y pedicelos de bayas seria una de las
causas del mayor flujo de fotoasimilados desde las hojas hacia las bayas. Esto, en conjunto
con la sobre-expresion de los genes que codifican para transportadores de hexosas, serian los
responsables del adelantamiento de la maduracion de las plantas tratadas con ABA. El
incremento en el area de floema en las plantas aplicadas con ABA se corresponden con los
resultados observados por Travaglia et al. (2012), quienes encontraron que las conexiones
floematicas en ovarios de flores de maiz fueron incrementadas con la aplicacion de dicha
fitohormona. Contrariamente, otros investigadores han encontrado efectos negativos en
relacion al ABA y el desarrollo vascular. En este sentido, Popko et al. (2010) sugirio que el
ABA inhibe el desarrollo y crecimiento de los tejidos vasculares por una disminucion en la
expresion de genes que codifican para acuaporinas, por una reduccion en la concentracion de
auxinas en los tallos o interfiriendo en la sefializacion de esta hormona. Asimismo, Gimeno-
Gilles et al. (2009) postularon que ABA inhibiria el crecimiento de xilema y floema debido a
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que esta hormona inhibe la hidrélisis de varios polimeros de pared celular, que es un pre-
requisito para la expansion celular.

En relaciéon a las aplicaciones con GAgs, también se registr6 un incremento en el area de
floema en hojas, tallos y pedicelos de bayas. Sin embargo, GA3 estimuld la localizacion de
carbono en tallos en lugar de bayas. En este sentido, pareceria ser que dicho regulador de
crecimiento previno el flujo de carbono a las bayas en envero, disminuyendo la expresion de
los genes transportadores de hexosas como VVHT2, VWHT3 y VvHT6. Es por ello que se
observé un retraso en el inicio de la maduracion de 5 dias con respecto al control. Sin
embargo, este tratamiento registrd los mayores contenidos de glucosa y fructosa a cosecha
(post-envero). Esto se correlaciond con la sobre-expresion de los genes VVHT2 y VWHT3 en
post-enevero.
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6.2 Conclusiones y perspectivas futuras

La aplicacién exogena de ABA y GAgs regulan el inicio de la maduracion de las bayas,
modificando la concentracion de carbohidratos no estructurales en hojas, la expresion de
transportadores de azucares y el area del floema. ABA y GA;3 estimularon la carga floematica
manteniendo elevada la concentracion de sacarosa en las hojas en el momento de méaxima
acumulacién de azucares en las bayas (envero). Asimismo, el ABA increment6 la fuerza como
destino de los frutos mediante la sobre-expresion de los genes VVHT2, VWHT3 y VWHT6 que
codifican para transportadores de hexosas. Las aplicaciones con los reguladores de
crecimiento, a dosis fisioldgicas, promovieron el crecimiento del area de floema y xilema en
hojas adultas, tallos y pedicelos de las bayas, incrementando la capacidad estructural del
transporte de fotoasimilados. Por otro lado, aunque GA3; mostr6 el mismo patrén que ABA en
el desarrollo del floema, la regulacién en el transporte de fotoasimilados desde las hojas hacia
las bayas estuvo dada por la expresion de los genes transportadores de hexosas. En este
sentido, en envero, la mayor cantidad de fotoasimilados fue destinado a los tallos para la
formacion de pared, que se correlaciond con una baja expresion de los genes VVHT2, VWHT3 y
VVHTG6 en bayas. Contrariamente, en post-envero, la mayor cantidad de fotoasimilados fue
destinada a bayas, que se correlacion6 con una sobre-expresion de los genes VVHT2 y VVHT3.

Teniendo en cuenta la carga floematica activa, mediada por transportadores, son necesarias
mas investigaciones para dilucidar la importancia de éste tipo de transporte. Como primer
paso se tendrian que analizar las concentraciones de proteinas y verificar si se correlacionan
con los niveles de expresion génica. Es posible que la regulacién de los transportadores,
mediada por los reguladores de crecimiento, sea post-transcripcional y por ello no se observan
cambios a nivel de expresion génica. En un segundo paso, se tendria que determinar la
localizacion subcelular de los transportadores de azucares. Cabe la posibilidad de que éstos no
actlen en la carga floematica, sino que cumplan una funcién de regulacién de la
concentracion de carbohidratos a nivel de citoplasma u organela. Es decir, puede que estén
actuando en el transporte intracelular, transportando los azlcares del citoplasma hacia las
organelas o viceversa.

Por otro lado, son necesarias mas investigaciones para dilucidar el efecto de los reguladores
de crecimiento sobre la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios en vid. Asimismo,
seria conveniente continuar con los estudios a nivel de precursores, como por ejemplo
aminoacidos, para determinar los mecanismos que gobiernan la sintesis de los metabolitos
secundarios.

Los resultados obtenidos en la presente tesis son de importancia para entender el mecanismo
de transporte de carbono y su regulacion en un cultivo de gran valor econdmico como es la
vid. Asimismo, las aplicaciones con ABA en cultivos de vid de variedades viniferas podrian
ser usadas como herramienta tecnologica en la industria vitivinicola. En este sentido, el
adelantamiento en la maduracion provocada por ABA podria ser de ayuda para evitar
enfermedades criptogdmicas como la podredumbre de los racimos. En Mendoza, el régimen
de lluvias es monzoénico por lo que las precipitaciones se concentran durante los meses de
febrero y marzo, coincidentes con la vendimia de la mayoria de las variedades. Debido a la
presencia de agua libre y temperaturas elevadas, el complejo etioldgico causal de la
podredumbre de los racimos se desarrolla rapidamente generando grandes pérdidas a cosecha.
Es por ello que una vendimia temprana, dado por el adelantamiento de la maduracion, podria



113

disminuir los costos de aplicacion de fungicidas o inclusive evitarlos. Ademas, hay regiones
en Mendoza, como el Valle de Uco, en donde algunas variedades de ciclo largo como
Bonarda y Cabernet Sauvignon no llegan a cosecha con el tenor azucarino deseado por ser una
zona relativamente fria desde el punto de vista de los requerimientos de la vid. En este caso,
aplicaciones con ABA ayudarian a que las bayas de estas variedades adelanten su maduracion,
acortando su ciclo, y de esta manera llegar a los grados Brix requeridos por las bodegas.
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