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RESUMEN

En este estudio se cuantificaron los cambios en el contenido de
poliaminas durante la salida del letargo en vid (Vitis vinifera L.), asi
como cambios en el peso de las yemas. Para ello sometieron a varetas
de tres yemas, se aplicaron a diferentes cantidades de frio (0, 150,
300 y 450 UF) y de concentraciones de tidiazurén (0 y 300 mg L' de
TDZ). El frio se aplicé en camara a 4° C y el TDZ, después del frio,
para pasar a camaras de brotacion a 22 °C. El disefio de tratamientos
fue un factorial 4x2, con arreglo en bloques al azar con tres repeti-
ciones, donde la parcela itil fue de cinco varetas. Se analizaron las
siguientes variables: brotacién de yemas (%), incremento en el peso
fresco de yema (IPFY) y contenido de poliaminas: putrescina (Put),
espermidina (Spd) y espermina (Spm). El tratamiento de 300 UF +
300 mg L' TDZ indujo el mayor contenido de Put, con 670 nmoles g™
de peso fresco (PF); los tratamientos 150 UF + 300 mg L' TDZ y 450
UF + 300 mg L' de TDZ, tuvieron un contenido de Put de 577.5 y
542.7 nmoles g"' PF, y también fueron sobresalientes, en comparacién
con el testigo que tuvo 143.6 nmoles g PF de Put. Se encontré que la
exposicion a frio y la aplicacion de TDZ aumenté el contenido de Put
en 95 y 55 % respectivamente, el cual se relacioné con el IPFY y con
la brotacion a los 12 dias después de la aplicacion. La exposicion a
frio no elevé el contenido de las poliaminas Spd y Spm, mientras que
TDZ si lo aumenté.
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SUMMARY

In this research changes of polyamine content during budbreak-
ing in grapes (Vitis vinifera L.), as well as the changes in bud weight,
were evaluated. Four levels of chilling units (0,150,300 and 450 CU)
and two rates of thidiazuron (0 and 300 mg L of TDZ) were applied
to three node cuttings. Chilling was attained at 4 C in chamber and
TDZ was sprayed after such treatments. Afterwards, the cuttings
were transferred to chambers at 22+2 °C. The experimental design
was a 4x2 factorial in a randomized block design with three replica-
tions. The experimental unit contained five cuttings. Budbreak (%),
increments in fresh weight (IPFY), and concentration of putrescine
(Put), Spermidine (Spd) and Spermine (Spm) were recorded. The
treatment with the highest Put content (670 nmol g'FW) was 300
CU+ 300 mg L' TDZ. The treatments 150 CU + 300 mg L TDZ,
450 CU + 300 mg L' TDZ and the control contained 577.5, 542.7
and 143.6 nmol g' FW, of Put respectively. CU and TDZ increased
the Put content by 95 and 55 % respectively, increases that were re-
lated to IPFY and budbreak after 12 days. In contrast Spd and Spm
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were not related to IPFY and budbreak; CU did not estimulate the
polyamine content but TDZ did.

Index words: Vitis vinifera L., budbreak, thidiazuron, chilling units,
dormancy, putrescine, Spermidine, spermine.

INTRODUCCION

Las poliaminas son compuestos organicos derivados de
la descaboxilaciéon de aminoacidos (Smith, 1980; Bagni et
al., 1980), y son consideradas como una nueva clase de
reguladores del crecimiento de las plantas (Slocum et al.,
1994; Bagni, 1986; Galston y Kaur-Sawhney, 1987). Entre
las mas importantes estan putrescina (Put), espermidina
(Spd) y espermina (Spm), por su efecto en los medios de
propagacion (Faust y Wang, 1992 ) y en el desarrollo de
las plantas (Eng-Chong et al., 1996; Shiozaki et al.,
1998). En procesos de divisiéon celular in vitro, las polia-
minas aumentan la replicacion del ADN, la transcripcion y
la traslocaciéon del ARNm y la sintesis de proteinas (Smith,
1990).

El mecanismo de accién de las poliaminas es muy simi-
lar al de las auxinas, al inducir efectos morfogénicos y fi-
siol6gicos y alterar la permeabilidad de las membranas, sin
afectar la elongaciéon celular (Smith, 1990; Slocum et al.,
1994). Las poliaminas estdn involucradas en los procesos
antisenescentes porque aumentan el contenido de clorofila
en tejido foliar (Borrel ef al., 1997) y, en general, porque
se relacionan con todos los procesos del crecimiento y de-
sarrollo de las plantas (Eng-Chong ef al., 1996; Shiozaki
etal., 1998).

El contenido de poliaminas es bajo durante el letargo y
aumenta durante la salida del mismo (Wang er al., 1986).
En manzano (Malus domestica Borkh), el tidiazurén
(TDZ) acelerd la salida del letargo y aument6 la Put de 80
a 180 nmoles g’ PF a los 7 dias de aplicado, para luego
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disminuir ligeramente a medida que pasa el tiempo (Wang
et al., 1986); ademéas, el TDZ redujo el frio requerido
por esta especie (Steffens y Stutte, 1989). Al final del le-
targo en cerezo (Prunus avium L.) y en manzano, el nivel
de Put aument6 de 500 a 850 nmoles g PF (Wang ef al.,
1985). Los contenidos de las diferentes poliaminas en las
yemas es variable entre especies, asi como entre 6rganos o
tejidos de una misma especie, por lo cual los valores obte-
nidos en una especie no pueden extrapolarse a otras. El
objetivo fue cuantificar los cambios de las poliaminas, Put,
Spd y Spm, durante la salida del letargo en vid, asi como
los cambios en peso de las yemas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en varetas de tres yemas de
vid ‘Perlette’, provenientes de plantas de cinco afios de
edad, en etapa de ecoletargo (brotacién inhibida por facto-
res ambientales adversos), colectadas en octubre en la Cos-
ta de Hermosillo, Sonora, México, donde se probaron cua-
tro niveles de unidades frio (UF): 0, 150, 300 y 450 UF, y
dos niveles de tidiazurén (TDZ ): 0 y 300 mg L, para un
total de ocho tratamientos. Las varetas se trataron con frio
en camaras de refrigeraciéon a 4+1 °C; enseguida se aplicd
el tratamiento de TDZ, en una camara a 22+2 °C de tem-
peratura, 60+5 % de humedad relativa y 400 nmoles foto-
nes m?> s? de radiacién fotosintéticamente activa, en reci-
pientes con agua destilada.

El disefio de tratamiento fue un factorial 4x2, con arre-
glo experimental en bloques completos al azar. Después de
aplicados los tratamientos, la brotacion fue registrada cada
tres dias, a partir de la presencia del punto verde en las
yemas evaluadas. Las muestras para peso fresco de yema y
determinaciones en contenido de poliaminas fueron toma-
das a los 0, 6 y 12 dias después de aplicados los tratamien-
tos. Las poliaminas se analizaron en yemas, de acuerdo
con la metodologia desarrollada por Flores y Galston
(1982), excepto la cuantificacion que se llev a cabo me-
diante un densitometro Shimadzu Dual-Wavelength-
Chromato Scanner CS-930, con lampara de Hg de 250 V y
200 W, equipado con un registrador de datos Shimadzu
DR-2, que generd las curvas, y la concentracion se estimd
en funcion del 4rea bajo la curva de las poliaminas putres-
cina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm). Poste-
riormente se realizaron los calculos para determinar el
contenido de cada poliamina en las muestras, mediante una
ecuacién de regresién obtenida de cada curva estandar de
cada poliamina y finalmente extrapolar los contenidos en-
contrados en la muestra de 200 mg de peso fresco (PF), a
un gramo de PF.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Brotacion de yemas

El tratamiento de 300 UF + 300 mg L* de TDZ su-
pero6 la brotacion del testigo en 30 % (Figura. 1a). Por su
parte, el tratamiento de 150 UF + 300 mg L de TDZ al-
canz6 50 % de brotacién a los 24 dias después de la apli-
caciéon (DDA), para superar al tratamiento de 150 UF sin
TDZ (Figura 1a), lo que implica que el TDZ acelerd la
brotacién de yemas en varetas con 150 UF, en tanto que
en las varetas con 450 UF el TDZ no mejoré la brotacion.
Es decir, las varetas con 450 UF acumuladas no requirie-
ron de TDZ para mejorar su brotacion, tal vez porque este
nivel de frio permitié acelerar la sintesis de hormonas pro-
motoras de la brotacion (Mok et al., 1987), de modo que
la aplicacién de TDZ no influy6. Sin embargo en las vare-
tas con 150 UF la aplicacién de TDZ aceler6 la brotacién
de las yemas, similar al efecto observado en tres varieda-
des de manzano a las que se aplic6 una solucién 100 pM
de TDZ (22 mg L"), en las que redujo el requerimiento de
frio (Steffens y Stutte, 1989).

La brotaciéon de yemas mejor6 en forma significativa
con los tratamientos que acumularon 300 UF, respecto a
los que no recibieron frio (Figura 1b), pues a los 30 DDA
el primero registré 77.8 % de brotacién, en comparacion
con 57.5 % de brotacion en el testigo. E1 50 % de la bro-
tacion se alcanzé primero con 300 UF (24 DDA), fecha en
que super? a los demas tratamientos, incluso al de 450 UF,
tal vez debido a que este ultimo causd necrosis y muerte de
yemas asociados con fallas en el control de la humedad
dentro de la camara. Por otro lado, la aplicacién de 300
mg L' de TDZ super6 significativamente a los tratamien-
tos sin TDZ, desde los 18 hasta los 30 DDA, tiempo que
duré el periodo de evaluacion; a los 30 DDA se logr6 70.5
% de brotaciéon con TDZ, en comparacion con 58.5 % en
los no aplicados (Figura 1c).

Incremento en peso fresco de la yema

En relacion con el incremento en peso fresco de la ye-
ma (IPFY) se observaron diferencias entre tratamientos, en
los muestreos realizados a los 3, 6, 9 y 12 DDA. Desde
los 3 DDA, el tratamiento con 300 UF superd significati-
vamente al testigo pero no difirid significativamente del
resto de los tratamientos (Figura 2a). Los tratamientos so-
bresalientes a los 6, 9 y 12 DDA, fueron: 300 mg L' de
TDZ, 150 UF + 300 mg L de TDZ, 300 UF, 300 UF +
300 mg L' de TDZ y 450 de UF, en los que a los 12 DDA
se obtuvo 103, 120.3, 120, 122.6 y 105 mg de IPFY res-
pectivamente, mientras que en el tratamiento testigo el in-
cremento fue de 55.3 mg en la misma fecha.
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Figura 1. Dindmica de brotacion de yemas de vid cv ‘Perlette’, con: a)
dosis de unidades frio (UF) y tidiazurén (TDZ); b) dosis de UF y c) dosis
de TDZ. Cada punto representa la media de tres valores mds el error
estandar.

Los tratamientos con frio presentaron un IPFY mayor
al final de la evaluacién (12 DDA) que los tratamientos sin
frio (Figura 2b); lo mismo sucedi6 con los tratamientos
con 300 mg L' de TDZ, que difirieron de los no tratados
con este producto (Figura 2c). El efecto de TDZ encontra-
do en manzano por Steffens y Stutte (1989) es diferente
al observado en vid, ya que mientras el testigo de manza-
no, que
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Figura 2. Incremento en peso fresco de la yema en vid cv. ‘Perlette’, con
con: a) dosis de unidades frio (UF), y tidiazurén (TDZ); b) dosis de UF 'y
¢) dosis de TDZ. Cada punto representa la media de tres valores mds el
error estandar.

tiene un requerimiento de frio mayor que vid, permanecid
en letargo, en vid el testigo inici6 su brotacidon casi al
mismo tiempo que los demas tratamientos, aunque final-
mente el IPFY fue menor (Figuras 2 a,b y c) y la brotacién
se retras6 (Figura 1a).

Los resultados sugieren la posibilidad de un estado de
letargo menos intenso que pudo promover la brotacién
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antes de acumular las 150 UF, ya que Martinez de Toda
(1991) menciona que las variedades mas precoces de vid
presentan un letargo menos intenso; También Siller et al.
(1993) encontraron una necesidad de frio en el cv de vid
‘Perlette’ de 120 a 150 UF, por lo que el IPFY y la brota-
cioén a 22 °C se inici6 igual en todos los tratamientos, y las
diferencias observadas fueron debidas a un estimulo del
tratamiento, que acelerd o retrasé la salida de letargo y el
crecimiento de las yemas.

Contenido de putrescina (Put) en la yema

La cantidad de putrescina en yema mostré diferencias
entre los tratamientos a los 12 DDA. El tratamiento 300
UF + 300 mg L* de TDZ presento el contenido mas alto
de Put (670 nmoles g PF), para superar al resto de los
tratamientos, excepto que aquellos con 150 UF + 300 mg
L' de TDZ y 450 UF + 300 mg L' de TDZ (577.5 y
542.7 nmoles g PF, respectivamente) (Figura 3a). EI tes-
tigo present6 el menor contenido de Put de todos los tra-
tamientos (143.6 nmoles g PF). Al inicio y a los 6 DDA,
los contenidos de Put fueron bajos (alrededor de 100 nmo-
les g PF), sin diferencias entre tratamientos. El incremen-
to de Put registrado a los 12 DDA pudiera estar implicado
en la salida del letargo de las yemas, ya que los incremen-
tos en el nivel de esta poliamina han sido asociados con la
liberacién del letargo de yemas de cerezo (Wang et al.,
1985) y manzano (Wang et al., 1986), ademés de ser un
producto que promueve la divisién celular (Smith, 1990).

No se encontr6 efecto del frio en el contenido de Put a
través de los muestreos realizados, lo cual difiere de lo en-
contrado por Wang y Faust (1994), quienes detectaron un
incremento gradual de Put a medida que la acumulacién de
frio aument6 de 200 a 400 y 600 UF en manzano cv. ‘An-
na’ (Figura 3b); sin embargo, la aplicaciéon de TDZ au-
mentd significativamente el contenido de esta poliamina,
respecto a los no aplicados, de 299.6 a 449 nmoles g PF,
lo que significa un aumento de 51 % y la posibilidad de
rompimiento del letargo (Figura 3c). Este resultado con-
cuerda con los obtenidos en manzano por Wang et al.
(1986), quienes con 100 uM de TDZ aumentaron la Put de
60 a 180 nmoles g* PF, a los 6 DDA.

Contenido de espermidina (Spd) en la yema

El contenido de espermidina en yema presentd diferen-
cias entre tratamientos a los 6 DDA. Los tratamientos 150
UF + 300 mg L* de TDZ, 300 UF, el testigo y 450 UF
+ 300 mg L' de TDZ, superaron a los tratamientos con
300 mg L' de TDZ, 300 UF + 300 mg L' de TDZ, 450
UF y 150 UF + 300 mg L* de TDZ (Figura 4a). Estos
resultados indican que el contenido de la Spd en yemas de
vid, en esta etapa, no es un buen estimador del estado de
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avance del letargo, debido a que ademas de ser baja su
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Figura 3. Contenido de putrescina libre en yemas de vid cv ‘Perlette’,
con: a) dosis de unidades frio (UF), y tidiazuron (IDZ); b) dosis de UF y
¢) dosis de TDZ. Cada punto representa la media de tres valores mds el
error estandar.

aplicacién de frio y de promotores de la brotacién no cau-
saron diferencias en comparacion con el testigo. En cam-
bio, Wang y Faust (1994) encontraron un incremento sig-
nificativo de esta poliamina y de putrescina con aplicacio-
nes de frio y de TDZ, con respecto al testigo. A los 12
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Figura 4. Contenido de espermidina en yemas de vid cv ‘Perlette’, con:
a) dosis de unidades frio (UF), y tidiazuron (TDZ); b) efecto separado de
UF 'y c) efecto separado de TDZ. Cada punto representa la media de tres
valores mds el error estandar.

DDA se encontraron diferencias entre tratamientos, cuan-
do el tratamiento 150 UF + 300 mg L' de TDZ pre-
sentd6 el mayor contenido de Spd (51.78 nmoles g’
PF),para superar a los tratamientos 450 UF y testigo (32.3
y 31.0 nmoles g PF); con el resto de los tratamientos no
hubo diferencias (Figura 4a). En esta etapa, el contenido
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de Spd aument6 y algunos tratamientos, sobre todo aque-
llos combinados con TDZ, superaron al testigo, como era
de esperarse.

Al inicio y a los 12 DDA no se detectaron diferencias
entre los tratamientos con frio y el testigo (Figura 4b); sin
embargo, hubo un mayor contenido de Spd a los 6 DDA,
lo cual concuerda con lo encontrado en cerezo (Wang et
al., 1985) que mostr6 un mayor contenido de Spd a los 7
DDA, lo que pudiera indicar una aceleracién del metabo-
lismo de la yema en esta etapa, considerada como yema
hinchada, en que se acelera la division celular, previo a la
brotacién (Figura 4c ). La sintesis de Spd es estimulada
por el TDZ, a cuyo efecto citocininico se le atribuye la es-
timulacién de la salida del letargo de yemas (Ben-Arie et
al., 1982; Tiburcio et al., 1997), como sucedid en este ca-
so, donde el contenido de Spd es mayor con TDZ y permi-
ti6 un aumento en la brotacién de yemas de vid.

Contenido de espermina (Spm) en la yema

El contenido de Spm en las yemas presentd diferencias
entre tratamientos, a los 0, 6 y 12 DDA. Al inicio, todos
los tratamientos presentaron un alto contenido de Spm, so-
bretodo en los tratamientos con 150 UF + 300 mg L'y
450 UF + 300 mg L* (121.6 y 110.1 nmoles gPF, res-
pectivamente), que superaron al testigo (85.7 nmoles g
PF) (Figura 5a). A los 6 DDA, el contenido de esta polia-
mina bajé en todos los tratamientos, pero los tratamientos
con 450 UF, 150 UF y 300 UF (71.4, 69.3 y 59.7 nmoles
g' PF) continuaron siendo estadisticamente superiores al
testigo. A los 12 DDA, esta poliamina se incrementd nue-
vamente en todos los tratamientos; el de 450 UF presentd
el mayor contenido de Spm (110 nmoles g* PF) y super6
significativamente al resto de los tratamientos, los cuales
registraron valores entre 53.7 y 81.8 nmoles g' PF. Algu-
nos autores (Wang er al.,1986; Wang y Faust, 1994) ob-
servaron un aumento paulatino de Spm conforme avanza el
estado de desarrollo de la yema, sobre todo cuando se ha
roto el letargo y empieza la sintesis de poliaminas y la di-
vision celular. La Spm es un derivado de la Spd y del S-
adenosil metionina (SAM), lo cual sugiere que pueden an-
teponer su sintesis a la produccién de las otras poliaminas,
y que la Spm no esté relacionada directamente con la libe-
racién del letargo en yemas de vid, como sucedié en este
caso, donde la Spm fue mayor en el testigo, aunque pre-
sent6 menor brotacién y menor IPFY.

Al analizar los efectos principales de UF y TDZ, no se
observo efecto de ellos en el contenido de Spm en los tres
muestreos realizados (Figuras 5, b y c¢), aunque la interac-
cion UFXTDZ fue significativa en los tres muestreos; ello
implica que el contenido de Spm aumenta conforme au-
menta el frio en ausencia de TDZ, y que su contenido
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disminuye a medida que aumenta el frio combinado con
300 mg L* de TDZ (Figura 5 b). Entonces, el frio por si
solo parece tener relacién con la biosintesis de Spm, ya
que hubo aumento de esta poliamina con un aumento de
frio, sin TDZ. Sin embargo, en presencia de TDZ, un in-
cremento de frio ocasiond reducciéon en el contenido de
Spm, lo que muestra que el TDZ no funciona en yemas
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Figura 5. Contenido de espermina en yemas de vid cv ‘Perlette’, con: a)
dosis de unidades frio (UF) y tidiazuron (TDZ); b) efecto separado de UF
y ¢) efecto separado de TDZ. Cada punto representa la media de tres
valores mds el error estdndar.
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que ya habian acumulado frio, posiblemente debido a un
dafio fitotdxico, como el indicado por Calderén (1998) en
plantas de durazno que ya habian acumulado frio y estaban
cerca de la estaciéon de brotacion, en las que registraron
dafios en las yemas. No hubo asociacion entre las dosis
aplicadas de TDZ y los niveles de Spm encontrados (Figu-
ra 5c), lo que indica falta de relacién de esta variable con
las dosis de TDZ. Ademas, el alto contenido de Spm al
inicio, el bajo contenido posterior, seguido de alto conte-
nido a los 12 DDA, no parecen estar relacionados con la
brotacion ni con el IPFY.

CONCLUSIONES

Los contenidos de putrescina y la espermidina en ye-
mas de vid cultivar ‘Perlette’ se relacionaron con la brota-
cion y el crecimiento de las yemas, mientras que la esper-
mina no present6 esa relacion.

El contenido de las poliaminas, a los 6 dias después de
la aplicacién, rompe la linealidad de la respuesta, y esta-
blece un punto de cambio que pudiera estar relacionado
con un incremento en la division celular.

A los 12 dias el contenido de putrescina es mayor, por
lo cual se considera que la yema estd en alta actividad y
antecede al punto verde, la etapa final del desarrollo de la
yema.

Las poliaminas estan relacionadas con la salida de eco-
letargo a los 6 dias después de la aplicacion. Los trata-
mientos de 300 UF + 300 mg L* de TDZ, 450 UF + 300
mg-L"' de TDZ y 150 UF + 300 mg L' de TDZ, promo-
vieron el mayor contenido de putrescina a los 12 dias.

Los cambios en espermidina y espermina, no parecen
tener relacion con la brotaciéon ni con el crecimiento de las
yemas.
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