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Resumen

Vitis vinifera cv. Thompson Seedless es un frutal caducifolio, lo que significa que alterna
periodos de crecimiento con periodos de latencia. Durante el periodo de desarrollo, V.
vinifera genera estructuras llamadas yemas que permanecen en un estado de dormancia
hasta la temporada siguiente, brotando durante la primavera reiniciando el crecimiento. En
V. vinifera cv. Thompson Seedless cultivadas en zonas subtropicales, como el Valle del
Elqui en Chile, se observa una anomalia en la brotacién caracterizada por una brotacién
escasa y dispareja. Esta brotacién erratica se ha relacionado con una faita de frio invernal
en las zonas subtropicales que tendria como consecuencia un alargamiento del periodo de
endodormancia de las yemas.

Observaciones recientes indican que en el Valle del Elqui no se produce un alargamiento
del periodo de la ED en yemas de Thompson Seedless, por lo que la brotacién erratica de
las yemas en la primavera se debe a otra causa. Al comparar las horas frio acumuladas
durante la temporada invernal en el valle de Elqui con las del valle del Maipo no se
observan diferencias. Sin embargo, en Elqui se observan temperaturas maximas
extremadamente altas durante los meses de Junio y Julio. Estas altas temperaturas
invernales podrian afectar la respiracion mitocondrial de las yemas dormantes, provocando
una alteracion en el estado redox del tejido lo que llevaria a un estrés oxidativo de las
yemas que provocaria el fenémeno observado en Elqui.

La Oxidasa Alternativa (AOX) es una ubiquinol oxidasa, ubicada en la membrana interna de
la mitocondria de plantas, que entrega los electrones cedidos por el ubiquinol directamente
al oxigeno para formar agua sin aumentar el gradiente transmembrana de protones,
produciendo de este modo un bypass en el flujo de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (CTE). Debido a esta actividad se han propuesto varias funciones a la AOX,

entre las que se destacan: Termogénesis, control de la eficiencia del metabolismo



mitocondrial y el control de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la
mitocondria. Se han descrito dos familias de AOX en plantas -Aox1 y Aox2- que se
diferencian principalmente en la regulacién de su expresion. Mientras que la familia Aox1 se
expresa por diferentes estimulos ambientales, la expresion de la familia Aox2 depende del
tejido y estado de desarrollo.

En este trabajo se disefiaron partidores especificos para dos de las cinco secuencias de
transcritos asignados como AOX en la base de datos de Genomic Facilities de la UCLA. La
expresion de dichos transcriptos se estudié la en yemas de Thomposon Seedless
colectadas en los valles de Elqui y Maipo. Adicionalmente, se estudio el efecto de las bajas
temperaturas y la Azida de Sodio, un veneno mitocondrial, sobre la expresién de los
transcritos de AOX en yemas endodormantes.

Los resultados mostraron que la expresién los dos transcritos de AOX, AOX23 y AOX53 es
inducida por distintos factores, mientras AOX23 es inducido por frio, AOX53 es inducido por
tratamientos con Azida de Sodio. A mediados de Julio, se observo que los dos transcriptos
se expresaron en yemas colectadas en el valle de Maipo, mientras que en las yemas

colectadas en el valle de Elqui solo uno de los transcritos se expresé.



Abstract

Vitis vinifera cv. Thompson Seedless is a caducifolious fruit tree, which means that
alternates growing and recess periods during their life cycle. Latent buds are produces
during V. vinifera development, which remains in a dormancy stage till the next season
sprouting in the spring and reinitiating growth. In Thompson Seedless grown in subtropical
areas such as the Elqui valley in Chile, anomalous sprouting of buds is observed during
spring, which is characterized by few and uneven bud break. This erratic bud break has
been related to the lack of chilling in subtropical regions, which has been thought that
extends the duration of the bud-ED period.

Recently, it has been shown that duration of bud-ED is not longer in buds of Thompson
Seedless grown in Elqui than in Maipo valley. Therefore, others reasons must exist that
explain the erratic bud break observed in buds grown in Elqui. Comparison of chilling hours
accumulated during the fall winter season in Elqui and in Maipo showed no differences.
However, in Elqui maximum temperatures during June and July are extremely high. This
high maximum winter temperature could affect mitocondrial respiration of endodormant buds
causing a disruption in the redox state of the tissue which in turn could provoke an oxidative
stress that could explain the erratic bud break observed in Elqui.

Alternative oxidase (AOX) is an ubiquinol oxidase found in the internal membrane of plant
mitochondria. The AOX takes the ubiquinol electrons and directly gives it to molecular
oxygen to makes water, without increasing the transmembrane proton gradient. In this way,
the AOX make a bypass in the mitochondrial electron transport chain flux. For this activity
some function has been proposed for the AOX, the more important are: thermogenesis,
mitochondrial metabolism efficiency control and mitochondrial production of Reactive
Oxygen Species (ROS) control. In plant two families of AOX proteins —AOX1 and AOX2-

has been described. The main difference between these two families is the regulation of the



expression. Expression of AOX1 family is controlled by environmental stimulus, and AOX2
expression depends on the type tissue and on the developmental stage.

In this work, we designed specific primers for two AOX (AOX23 and AOX53) of the five
sequences of Vitis vinifera EST contigs assigned as AOX in the Genomic Facilities
databases (UCLA). The expression of the transcripts was studied on buds collected in
Maipo and Elqui Valley. Beside that, chilling temperature effect and Sodium Azide treatment
was studied on the expression of AOX transcripts in dormant buds.

Results showed that expression of both AOX transcripts AOX23 and AOX53 were induced
by different factors, while AOX23 was induced by chilling temperatures, AOX53 was induced
by sodium azide treatments, a mitocondrial venom that inhibits the cytochrome oxidase
(COX). In mid-July both transcripts were expressed in buds of grapevines grown in the
Maipo valley, while in the Elqui valley only one of the transcript was expressed. Inmunoblot

analysis showed positive results only in buds that were exposed to chilling temperatures.



Abreviaturas
AOX, Oxidasa Alternativa
CAT, Ciclo de Acidos Tricarboxilicos
COX, Citocromo oxidasa
CTE, Cadena Transportadora de Electrones
DEPC, dietilpirocarbonato
EcD, Ecodormancia
ED, Endodormancia
NCBI, Nacional Center of Bioinformatics Institute.
PD, Paradormancia
ROS, Especies Reactivas de Oxigeno

USACH, Universidad de Santiago de Chile



Introduccién

Dormancia

Los arboles perennes caducifolios se caracterizan por un ciclo de vida que alterna periodos
de crecimiento, durante la primavera y el verano, con periodos de receso del crecimiento
durante el otofio y el invierno. En este Gltimo periodo las plantas pierden sus hojas, los
brotes se lignifican y el crecimiento visible se detiene. Durante el periodo de crecimiento los
arboles lefiosos caducifolios generan estructuras llamadas yemas latentes (Figura 1). Las
yemas latentes son las encargadas de reiniciar el crecimiento de la planta al comienzo del
proximo periodo de desarrollo, permaneciendo en un estado de detencion del crecimiento

visible durante las estaciones de verano, otofio e invierno.

Figural: Corte transversal de una yema axial de V. vinifera cv. Thompson Seedless. Se indica con
flecha la yema primaria (A) y la yema secundaria (B).

Este periodo de arresto del desarrollo de las yemas es conocido como Dormancia de
yemas y puede clasificarse en tres fases: Paradormancia (PD), Endodormancia (ED) y

Ecodormancia (EcD) (Lang y col, 1987). La Paradormancia es el cese del crecimiento del



tejido meristematico por influencia de sefiales bioquimicas (fitohormonas) que son
transportadas al tejido blanco, un ejemplo es la dominancia apical en que la auxina
transportada desde el apice de la rama inhibe el crecimiento de las yemas laterales, al
cortar el tejido meristematico apical las yemas laterales son capaces de desarrollarse. La
Endodormancia es la inhibicién del crecimiento bajo sefiales endégenas del tejido. Por
ultimo, la Ecodormancia es el receso del crecimiento meristematico dictado Unicamente por
factores ambientales como falta de humedad y/o temperaturas ambientales baja, al cambiar

el tejido a condiciones ambientales favorables el crecimiento se reinicia rapidamente.

Brotacién erratica de Yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless en climas

subtropicales

En Chile, buscando aumentar la produccién de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless, un
frutal caducifolio proveniente de climas templados, se inicié el cultivo de esta variedad en
las Il y IV regiones, donde imperan los climas subtropicales. Estos cultivos en zonas
subtropicales son incentivados por las condiciones ambientales que permitirian un
excelente desarrollo de la fruta. Sin embargo, al igual que en el caso ofros frutales
caducifolios de climas templados que han sido trasladados a zonas subtropicales, se
observd que las yemas de Thompson Seedless brotaban en forma erratica.

En la brotacién erratica se observa una brotacion dispareja y disminuida de las yemas.
Este fendmeno no se observa en los frutales caducifolios que crecen en zonas templadas,
lo que indicaria que alguna diferencia ambiental es la responsable de esta anomalia en la
brotacién. A primera vista, la mayor diferencia es la temperatura ambiental promedio
durante el invierno entre las zonas templadas (=12° C) y subtropicales (=20° C). Esta
diferencia de temperaturas marco las lineas de investigacién de muchos grupos cientificos
durante las décadas pasadas, llegando a la conclusion que la falta de frio invernal alarga el

estado endodormante de las yemas y por tanto esto es lo que afectaria la brotacion al llegar



la primavera derivando en la observada brotaciéon erratica. De esta forma se instaur6 el
concepto de requerimientos de frio, lo que significa que las yemas de arboles caducifolios
de climas templados requieren permanecer cierta cantidad de tiempo expuestas a bajas
temperaturas para salir del estado endodormante y brotar (Saure, 1985; Dokoozlian y col,
1995).

El concepto de requerimientos de frio conllevo al desarrollo de diversos métodos de
medicién de frio. Dentro de estos métodos se encuentran las Horas Frio (HF), que consiste
basicamente en contabilizar las horas que la planta permanece bajo una determinada
temperatura limite. En V. vinifera se establecidé que esta temperatura limite corresponderia
a 7° C y que para brotar requeriria acumular entre 150 y 1200 HF (Westwood, 1982).

En la variedad Thompson Seedless hay diversas estimaciones de las Horas Frio necesarias
para la brotacién. Kliewer y Soleimani (Kliewer y Soleimani 1972) establecen que se
requieren mas de 1176 HF para una brotacién 6ptima; en el valle central de Chile Gil (Gil,
1997), estima 600 HF para el inicio de la brotacién y mas de 900 para una brotacién 6ptima;
Lyon (Lyon y col, 1989) estim6 que 993 HF eran necesarias para alcanzar un 90% de
brotacion.

Sin embargo, durante los inviernos del valle del Elqui (clima subtropical) y del valle del
Maipo (clima templado), lugares donde se cultiva comercialmente la variedad Thompson
Seedless, podemos contabilizar similares cantidades de Horas Frio (Tabla 1) durante el
afio 2005 y 2006. Por tanto, la falta de frio invernal (contabilizado como HF) no seria la
causante de la brotacidén erratica. Ademas, podemos observar que las diferencias de las
temperaturas minimas diarias entre el valle del Elqui y el valle del Maipo (Figura 2) son

pequenas.

En contraste, las temperaturas maximas de ambos valles presentan importantes

diferencias, conllevando a que en el valle del Elqui se observe una mayor oscilacién de la



temperatura ambiente. Estos mayores cambios en la temperatura durante el dia podrian
afectar el metabolismo energético de la planta, derivando en la alteracién de la brotacién
de las yemas. El metabolismo energético de las plantas esta centrado en dos organelos:
mitocondrias y cloroplastos. En las yemas, durante el estado dormante, los cloroplastos se
encuentran inactivos, por lo que se presume que la mitocondria es el organelo que se veria

afectado en las yemas por la gran variaciéon de temperaturas en el valle del Elqui.

Maipo vallev Elqui vallev
2003 2006 2003 200460
Sample date CH* pCu CH* PCu CH* PCU CHA PCU
April I8 54 58 43 9] 15 15 64 25
May 3 75 136 57 175 91 a2 86 49
May 26 214 556 161 408 178 437 317 203
June 1o 267 938 224 759 271 397 334 409
July 7 330 1298 336 1106 341 601 478 644
July 28 553 1710 446 1472 523 on7 348 836

August 18 @ 2028 @ 1916 Bl 1032 @ 1039

Tabla 1: Se muestran las Horas Frio (CH) acumuladas en los valle del Elqui y Maipo durante los
afos 2005 y 2006, en las cuales no se observa diferencias significativas hasta el 18 de Agosto (cifras
encerradas en circulo rojo). Ademés se muestra la columna PCU (Linsley-Noakes y col, 1995), otra
medida del Frio acumulado, en el cual se considera el efecto de las altas temperaturas, en las cuales
si se observan diferencias entre los valles. Adaptado de Perez y col, 2007.
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Figura 2. Grafico de temperaturas
minimas (A) y temperaturas
maximas (B) en los valles del
Maipo y Elqui durante el afio 2005.
Se observan similares
temperaturas minimas en ambos
valles, sin embargo las
temperaturas maximas diarias
muestran importantes diferencias
entre los meses de Mayo y Agosto.
Adaptado de Perez y col, 2007.



Aspectos fundamentales de la Cadena Transportadora de Electrones de la Mitocondria

La mitocondria es un organelo de las células eucariontes, evolucionada probablemente de
una bacteria gram negativa que interactuaba simbidticamente con los ancestros de los
organismos eucariontes (Wallin, 1923). Actualmente la mitocondria se encarga de gran
parte de la produccion del ATP celular a partir del fosfoenolpiruvato derivado de la glicolisis
que se lleva a cabo en el citoplasma de la célula. El fosfoenolpiruvato ingresa a la
mitocondria para formar parte del Ciclo de acidos Tricarboxilicos (CAT; o ciclo de Krebbs).
Durante el CAT se genera CO, y NADH. Mientras el CO; sale por difusién de la mitocondria
y posteriormente de la célula, el NADH es utilizado como sustrato por la NADH
dehidrogenasa, también conocidas como Complejo |, ubicadas en la membrana interna de
la mitocondria para iniciar la Cadena Transportadora de Electrones (CTE). Por otra parte,
en forma paralela y también como parte del CAT, en la matriz mitocondrial se genera
FADH,, el cual es utilizado como sustrato para la CTE ingresando por el Complejo Il
(Succinato Dehidrogenasa). El balance de ingreso de sustrato a la CTE por uno u otro
complejo esta dictado por las condiciones ambientales y la genética de la especie a la cual
pertenece la mitocondria.

Los electrones cedidos por el FADH, y el NADH son utilizados para reducir el pool de
ubiquinonas existentes en la membrana interna de la mitocondria. Las ubiquinonas
reducidas (en forma de ubiquinol) son utilizadas por el Complejo Il (Citocromo ¢ reductasa-
ubiquinol oxidasa) para reducir el Citocromo C (CitC). El CitC, en el estado reducido,
finalmente entrega su electréon al Complejo IV (citocromo oxidasa, COX) el cual los utiliza
para reducir el oxigeno molecular a agua (Albert y col, Ed 1994).

Asi la CTE esta compuesta de proteinas y coenzimas insertas en la membrana interna de la
mitocondria, que permiten el flujo de electrones desde los sustratos donadores de
electrones (NADH y FADH,) hasta el O, para formar H,O (Figura 3). Durante este flujo de

electrones se coproduce en los distintos complejos de la CTE -exceptuando el Complejo II-
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un transporte de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. Este
transporte induce una diferencia de concentracién de protones y de carga eléctrica entre la
matriz y el espacio intermembrana. Este potencial electroquimico es utilizado por el
Complejo V (ATP sintasa) para la generacion de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico

(P).

Espacio Intermembrana

Membrana interna
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Figura 3: esquema de la cadena transportadora de electrones de |la mitocondria. Se destacan las
cantidades de protones aportadas por cada complejo durante el transporte de los electrones.
(Adaptado de la figura 11.1 de plant physiology online [www.plantphys.net))

La CTE de mitocondrias de plantas

El esquema de CTE que se muestra en la Figura 3 es el mas basico que existe y pertenece
a mitocondrias de animales. En mitocondrias de plantas la CTE es mas compleja. Por una
parte, la entrada de NADH como sustrato a la CTE no ocurre sélo en el Complejo |, sino
que existen NAD(P)H-dehidrogenasa en la cara que da a la matriz de la membrana interna

y en la membrana externa de la mitocondria (Figura 4). En general, estas NAD(P)H-
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dehidrogenasa alternativas no son inhibidas por rotenona (un inhibidor del Complejo 1) y
presentan diferentes afinidades por el NADH y el NADPH. El patron de expresidon de estas
enzimas aun esta en estudio, sin embargo se sabe que la actividad de algunas de estas
enzimas esta regulada por Calcio (Rasmusson y col, 2004; Moller, 2002; Rasmusson y
Agius, 2001; Kerscher, 1999).

Otra diferencia es la presencia de una segunda oxidasa terminal en las mitocondrias de
plantas (Figura 4), llamada Oxidasa Alternativa (AOX). La AOX es una proteina, codificada
en el ADN nuclear, que se ha caracterizado como una ubiquinol oxidasa, y utiliza los
electrones cedidos por el ubiquinol para reducir O, a H,O sin aumentar el gradiente
transmembrana de protones, asi el consumo de oxigeno no es acoplado a la sintesis de
ATP. A diferencia de la COX, su centro reactivo son dos atomos de hierro no hémicos, lo
que permite que no sea inhibida por cianuro. Sin embargo su actividad se ve afectada por
los niveles redox de la mitocondria ya que, bajo ciertas condiciones, dos monomeros son
capaces de formar un homodimero unido covalentemente por un puente disulfuro,

inhibiendo la actividad oxidasa.

La Oxidasa Alternativa

La AOX se clasifica en tres familias de las cuales dos estan presentes en las plantas y cada
familia cuenta con dos a tres isoformas dependiendo de la especie. La familia 1 se expresa
bajo diferentes estimulos bidticos y abidticos (frio, inhibicion de la COX, aumento de los
niveles de H,O, en la célula), mientras que la familia 2 se expresa en forma constitutiva en
los diferentes tejidos -dependiendo del estado de desarrollo- y esta presente solo en
eudicotiledonias. La familia O (cero) se encuentra sélo en bacterias y se diferencia de sus
similes de plantas por la ausencia de la Cisteina que permite el puente disulfuro entre dos

monomeros (Considine y col 2002).

13



ESPACIO INTERMEMBRANA

NADKPH - Dgenasas extrenas Ei pool de Ubiquinonas (UQ}

weden aceptar difunde libremente a través dela

'7:» ] L P producida membrana para entregar los elec-
?ﬂi;‘fﬂ:”‘ R trones al complejo lll 0 a la oxidasa
( NADP- aiternativa
|
G =Y <
[ 4l a3 204
{ A ¥ Y
| 4 e 4
| ~| £
<) ol Y A \//‘"}"‘.‘_‘ ",/—\1
A A 'u:\ Bl 3/‘.
\ | Al [
‘ J 7 \ (Q’:
\ 5 :
3 P [ t
4 ‘ Nk
R\ /| I O j-\:“\\/’:'\)i-‘! \‘ M
']
g AOX
g B
Complejoill
Compleje H0 |
NADH Fumarato H,0 citocromobel Complejo IV
NAD* NADP* Crtacromao ¢
NAD* Complejoll Oxidasa
NAD(PIH deshidrogenasas Succinato ATP
Complejo finsensibles ; Dehidrogenasa =
HA DH-dehidroge- existen en o lado interno de @E) @
nagenasa fa membeana Una oxiclasa alternativa acepta _
electrones directamente Com_pla;o ']
) S P
desde los ubiguinoles ATP Sintasa
MATRIZ

Figura 4. esquema de la cadena transportadora de electrones en las mitocondrias de plantas. En
verde se muestran las NAD(P)H dehidrogenasas en la membrana interna de |a mitocondria y en rojo
la Oxidasa alternativa (AOX) en la cara interior de la membrana interna. (Adaptado de la figura 11.1
de plant physiclogy online [www.plantphys.net])

Regulacién de la AOX

La actividad de la AOX es regulada por el estado redox de la célula. Como ya se dijo, la
AOX es capaz de formar homodimeros unidos covalentemente por un puente disulfuro
(Figura 5); sin embargo, hoy se discute si la formacion de este enlace es mediado por
alguna proteina o se forma espontaneamente cuando el nivel oxidativo de la célula
aumenta. Lo que esta claro es que la ruptura del puente disulfuro depende directamente de
la actividad de enzimas de la familia de las ferritinas. Ademas del puente disulfuro, varias
isoformas de AOX en diferentes especies estudiadas son reguladas por el piruvato,

probablemente en forma alostérica (Mcintoch, 1994; Millenaar y Lamber, 2003).
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Figura 5: regulacion de la actividad de la AOX a través de la formacién de un puente disulfuro entre
dos subunidades identicas. La estructura que representa a la AOX es la que actualmente se supone
correcta.
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Estructura de la AOX

La AOX ha sido particularmente dificil de aislar en su conformacién funcional (Affourtit y
Moore, 2004). Por tanto los modelos que se han propuesto se basan en predicciones de
estructura secundaria, perfil hidropatico a partir de la secuencia aminoacidica y de
estructuras ya resueltas de proteinas de la misma familia, como las metano
monooxigenasas. Hoy en dia se sostiene que la AOX consta de 5 a-hélices. Dos de estas
a-hélices estan inmersas en la membrana interna de la mitocondria, pero no la atraviesan,
mientras que las otras a-hélices se encuentran en el lado que da a la matriz de la
membrana interna (Figura 5). En la cavidad que forman estas a-hélices se encuentra el
lugar de unién de los hierros y el sitio activo de la proteina (Gomez y col 2001). Ademas
del sitio activo, la cola amino-terminal de la AOX estaria expuesta a la matriz de la
mitocondria y contendria la Cisteina que forma el puente disulfuro con otra subunidad

idéntica (Berthold y col, 2004, Umbach y col 2008).

Funcion de la AOX en el Metabolismo

Funcionalmente, la presencia de la AOX en la mitocondria produce un desvio del flujo de
electrones, disminuyendo la eficiencia de la CTE para transformar el flujo de electrones en
un gradiente electroquimico y por tanto, disminuye la eficiencia de la produccién de ATP de
la mitocondria. Derivado de lo anterior la presencia de la AOX en la mitocondria en
diferentes situaciones tiene importantes efectos en el metabolismo. Por una parte -y esta es
la primera funcion que se le asigné a la AOX- transforma a la mitocondria en un organelo
que principalmente quema sustrato, produciendo mas calor que ATP. Este rol se
caracterizé en tejidos florales de diferentes areaceas (lirio), que durante el periodo de
polinizacion aumentan su temperatura para la volatilizacién de compuestos aromaticos.
Este aumento de temperatura se correlacioné a una mayor presencia de AOX en la

mitocondria (Meeuse, 1975).
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Oftra situacion en que la presencia de la AOX ha probado tener una gran importancia es
durante la falta de P, en tejidos de Arabidopsis thaliana, en mutantes antisentido para el gen
de AOX1a las plantas fueron incapaces de crecer en esta situaciéon. La explicacion a este
hecho es que la falta de Pi reduce la produccién de ATP y satura la CTE, por lo cual se
procesan menores cantidades de NADH y FADH,. La mayor concentracion de NADH vy
FADH, desplazaria el equilibrio de las reacciones del CAT y la sintesis de varios
aminoacidos asociados a ésta. La presencia de la AOX, a pesar de disminuir la eficiencia
mitocondrial, permite que se mantenga el flujo de electrones a través de la CTE y por tanto
el CAT vy la sintesis de los aminoacidos siguen funcionando de forma regular (Grabel'nykh
y col, 2006). La saturacién del CAT también ocurre cuando se inhibe en forma exégena la
COX u otro complejo mitocondrial posterior a los | y Il en la CTE, casos en que la AOX
cumpliria la misma funcion (Popov y col, 2003).

Debido a que la principal acciéon de la AOX se asocia a una disminucién en la tasa de
produccion de ATP, la AOX también se ha propuesto como una enzima que regula la
velocidad de crecimiento de las plantas. Esta afirmacion se basa en estudios en que se
realizan mediciones calorimétricas y velocidad de crecimiento bajo distintas condiciones y
en diferentes tejidos. Claramente el tope maximo de velocidad de crecimiento de las plantas
depende del nivel fotosintético para la fijacion de carbono, pero este se ve limitado por que
es necesario utilizar parte del carbono fijado durante la respiracion (Hansen y col, 2002).
Mientras menos eficiente sea la utilizacién de carbono durante la respiracion, menos
crecera la planta (Moore y col 2002).

Sin embargo, la funcion mas importante que se le asigna a la AOX es la estabilizaciéon del
nivel de reduccion del pool de ubiquinonas y por tanto de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se derivan normalmente de la respiracién mitocondrial

(Millenaar y col, 1998; Maxwell y Mcintoch, 1999).
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La principal fuente de ROS de la mitocondria es el pool de ubiquinonas reducidas ya que
pueden reaccionar con otros elementos de la membrana distintos al Complejo Il como los
fosfolipidos y O, disuelto en la membrana para generar diferentes especies como el radical
superoxido, hidroxilo y peroxido de hidrégeno (O;, HO  y H,0,). Los ROS en las plantas se
consideran sefiales moleculares que determinan la muerte de las células por el dafio que
producen a los diferentes componentes celulares (Amirsadeghi y col, 2007; Bhattacharjee,
2005). Sin embargo, otros grupos proponen que los ROS regulan muchas vias de sefiales y
gue una de ellas es la que desencadena la muerte celular (Foyer y doctor, 2005).
Cualquiera que sea la hipétesis correcta sobre la accién de los ROS en la vida de las
plantas, el control de la produccién de ROS es esencial (Susuki y Mitler, 2006). Asi existe
un destacado conjunto de enzimas que disminuyen el estrés oxidativo disminuyendo los
niveles de ROS producidos por diferentes eventos, como la catalasa, las diferentes familias
de peroxidasas y la superoxido dismutasa (Berlett y Stadtman, 1997). En la prevencién de
un aumento en la produccién de ROS mitocondrial la AOX cumple un rol fundamental,
debido a su capacidad para disminuir el pool de ubiquinonas en el estado reducido
disminuye la posibilidad que las ubiquinonas reaccionen con el oxigeno disuelto en la

membrana mitocondrial.
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Hipétesis
Debido a las diferencias climaticas del periodo invernal y principios de la primavera entre la

Regién Metropolitana y Vicufia, se postula una expresion diferente de la AOX en las yemas

de vid cv. Thompson Seedless cultivadas en ambas regiones.

Objetivo Principal

Estudiar el patron de expresion de AOX en yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless

bajo diferentes condiciones, a través de la tecnica de RT-PCR .

Obijetivos secundarios

e Desarrollar set de partidores que reconozcan secuencias de AOX de Vitis vinifera.

o Estudiar el efecto de las bajas temperaturas y de venenos mitocondriales sobre la
expresién de AOX en yemas de Vid a través de RT-PCR.

e Estudiar posibles diferencias en la expresion de AOX en yemas de vid cv.
Thompson Seedless colectadas en Vicufia y en la Region Metropolitana al finalizar

el periodo invernal.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

Las muestras consistieron en yemas de Vitis vinifera cv. Thompson Seedless colectadas en
los valles de Vicuia (Intahuasi, centro experimental del INIA) y Maipo (La Platina, centro
experimentales del INIA) entre los meses de Mayo y Julio del afo 2005. Cada envio

consistié en 35 a 50 yemas de cada localidad.

Deteccion de la AOX

Partidores para RT-PCR de isoformas de AOX

Para generar partidores especificos se busco secuencias de Vitis vinifera asignadas como
AOX en la base de datos de la NCBI. No existiendo dichas secuencias en esta base de
datos, se procedid a buscar en una base de datos de EST de la universidad de California.
Las secuencias fueron ingresadas al programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Los
partidores obtenidos fueron comparados con las bases de datos para descartar la posible
amplificacion de fragmentos no deseados.

Los partidores para Actina de V. vinifera fueron conseguidos con el laboratorio de Fisiologia

Vegetal de la USACH y amplifican un fragmento de 340pb.

Extraccion de RNA:

El RNA se extrajo usando una modificacién del protocolo descrito por Chang y col, 1993. La
muestra (0,5 y 0,7 g de yema) es congelada con N; liquido y molida en mortero hasta que
se transforma en un polvo fino, una vez en esta condicion se mezcla en tubo que contiene
buffer CTAB (2 % CTAB, 2 % PVP, 0,1 M Tris pH 8, 25 mM EDTA, 2 M NaCl, agua DEPC)
y 2% B-mercaptoetanol. La muestra se agita vigorosamente en vortex y se mantiene a 65°

C durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo la muestra es filtrada en un tubo con lana
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de vidrio por centrifugacion a 400g durante 10 min a 4° C. El filtrado es traspasandolo a un
tubo Corex y lavado dos veces con 1 volumen de Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). La
fase acuosa recuperada se deja precipitando durante la noche con 2.5 volumen de Etanol
Absoluto a -20° C. EI RNA precipitado se recupera mediante centrifugacién a 3000g durante
20 min a 4° C. El pellet obtenido se lava con Etanol 70% y se deja secar por algunos
minutos. Finalmente el precipitado se resuspende en H20 DEPC hasta disolver
completamente. El RNA fue incubado con DNAsa (70 U/mL) durante 30 minutos a 36° C
para eliminar el DNA. Para una mayor purificacion, una vez que se termino el tratamiento
con DNAsa, el RNA se purifico agregando 0,5 volumenes de silica y 1 volumen de Nal (6
M). Después de repetidas agitaciones en vortex el sobrenadante fue eliminado por
centrifugacion vy la silica fue lavada dos veces con buffer de lavado (10mM Tris pH 7,5, 50
mM NaCl, 2,5 mM EDTA, 50% v/v etanol), eliminandose el sobrenadante cada vez. El pellet
de silica y RNA fue secado a temperatura ambiente. EI RNA unido a la silica fue

resuspendido en agua DEPC y separado por centrifugacion.

RT-PCR

La reaccion de RT-PCR se realizd empleando el kit SuperScript™ One-Step RT-PCR
System con Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen, USA), en un termociclador MJ
research (PTC-150). Las sintesis de cDNA se realizo a 50° C durante 30 min y un paso de 2
min a 94° C, utilizando 1 pg de RNA como templado. La reaccién de PCR se realizo por 35
ciclos de amplificaciéon que consistieron en los siguientes pasos: denaturacién 94° C por 30
seg, anillamiento 55° C por 30 seg, extension 72° C por 45 seg y la extension final fue de 10
min a 72° C. Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de

agarosa al 1,5%, tefiido con Bromuro de Etidio, en buffer TAE 1%, a 50 Volt.
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Tratamiento de Frio

Los tratamientos de frio consistieron en exponer a 4° C durante una semana en el
refrigerador un numero de yemas colectadas en la fecha que se indique, suficientes para
realizar la extraccion de RNA (alrededor de 15 yemas). El grupo control fue mantenido a

temperatura ambiente en el laboratorio.

Exposicién a Azida de Sodio

Dos grupos de yemas fueron colectadas el 19 de Junio en la regiéon Metropolitana. Un
grupo fue expuesto a una solucion de azida de sodio al 2% (P/V) y mantenida a 23°C
constante en una camara de crecimiento, mientras el otro grupo solo fue puesto en la
camara de crecimiento a la misma temperatura (Control) .A los 7 dias se extrajo el RNA de

estas yemas y se realizé un RT-PCR con los partidores para AOX23 y AOX53.
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Resultados

Partidores para RT-PCR de isoformas de AOX

En GeneBank de la NCBI no se encuentran secuencias asignadas como AOX proveniente
de alguna de las cepas de V. vinifera ni de otras especies relacionadas. Sin embargo, la
NCBI cuenta con una gran cantidad de secuencias de EST de diversas especies y que no
han sido asignadas como posibles mensajeros de una proteina especifica. Estas
secuencias son de gran utilidad cuando los genes de interés aun no han sido descritos.
Existen dos caminos para encontrar las secuencias de interés en esta base de datos. La
primera es tomar la secuencia de una proteina homologa a la de interés y utilizando el
programa tBlastn realizar una busqueda en la base de datos. Una vez obtenido el resultado
de la busqueda se seleccionan las secuencias que pertenecen al organismo que se estudia
y se procede ha ensamblar las secuencias seleccionadas. Luego estos ensambles se
revisan (deben contener ORF grandes, evitando la presencia de intrones) y comparan con
la base de datos de la base de datos para realizar una asignacion a la secuencia putativa.
El otro camino es tomar todas las secuencias de EST, compararlas, ensamblarlas y
posteriormente realizar una asignacion a cada uno de los ensambles (contig) y secuencias
que no se pudieron ensamblar (singleton) segun su similitud con otras secuencias de las
bases de datos. Este ultimo camino es el que tomé un grupo del College of Agricultural and
Enviriomental Sciences de la University of California Davis. Actualmente esta base de datos
de contigs y singletons se encuentra disponible con acceso gratuito en Internet (Da Silva y

col, 2005; http://cgf.ucdavis.edu). De esta forma se accedi® a 5 ensambles de EST

procedentes de diferentes cepas, 6rganos y estados de desarrollo de V. vinifera asignadas
como AOX. De estas 5 secuencias 3 fueron descartadas, por estar contenidas en otro
ensamble (CTG1030354) y por ser demasiado pequefias para disefar partidores

(CTG1037264 y CTG1039659). Asi solo se tomaron en cuenta dos secuencias de EST para
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el siguiente estudio nombradas AOX53 (CTG1030353 CTG1009429) y AOX23
(CTG1035923), las cuales presentan un 54% de identidad a nivel nucledtidico y las
secuencias de proteinas muestran un 59% de identidad, siendo por tanto secuencias de

isoformas distintas.

Para disefiar los partidores se utilizo el programa Primer3 obteniéndose los siguientes

pares:

AOX53:

OLIGO start len tm gcs seq

LEFT PRIMER 721 20 59.94 45.00 GAAAATGAACGGATGCACCT
RIGHT PRIMER 1123 20 60.07 55.00 GGTAACCAATAGGGGCTGGT

SEQUENCE SIZE: 1307
INCLUDED REGION SIZE: 1307
PRODUCT SIZE: 403

AOX23

OLIGO start 1len tm gc seq

LEFT PRIMER 204 20 59.97 50.00 GAACTGGTGCCCTTGACATT
RIGHT PRIMER 606 20 60.07 50.00 TTGGATCAAAGCCCTACTGG

SEQUENCE SIZE: 1216
INCLUDED REGION SIZE: 1216
PRODUCT SIZE: 403

Al comparar las secuencias utilizando el programa Blastn contra la base de datos de CGF,
solo son reconocidas como pertenecientes a las secuencias contra las cuales fueron

disefiadas. Con esto podemos decir que estos partidores son especificos.
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661 AGATCTCTCCGCAAGTTTGAGCATAGTGGTGGCTGGGTCAAAGCGTTGCTTGRAAGAAGCA

721 GAARAATGAACGGATGCACCTAATGACCATGGTAGAGCTTGTGAGGCCCAAATGGTATGAG

DODD2E2333355235>5>>

781 AGGCTGTTGGTCCTCACTGTGCAGGGAGTCTTCTTTAATGCCTTCTTTGTGCTTTATGTG

841 CTCTCCCCCAAAGCGGCACATAGAGTTGTTGGGTATCTGGAAGAGGAGGCTATACATTCA

901 TATACAGAGTTCTTGAAGGATATTGATAGTGGTGCAATAGAARATGTCCCAGCTCCTGCT

961 ATTGCTATAGACTACTGGAGGCTTCCCAAGGACGCAACCCTGAAGGATGTTATAACTGTG

1021 ATCCGTGCTGATGARAGCTCACCATCGAGATGTCAATCATTTTGCTTCTGATATTCATTTC

1081 CAGGGAAAGAARATTGAATGAGGCACCAGCCCCTATTGGTTACCATTAATGACGCCTATCA

LLLLLLLL L L LL L L L L LLLL

1141 AACTTTTGTGCATAGCATTTACTATGAGTCTATGAATGATATGGATGTTTATATGGTTGT

Figura 6: Se presenta la secuencia amplificada de AOX53 en azul y la ubicacién de los partidores
correspondientes en negro sobre amarillo
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181 CCAAGAGGTGCAGGAACATCCTITGAACTGGTGCCCTITGACATTGTATATCCGATGCATAG

D222 >>

241 TGGTTAACGTCCCGGTGATGCGCCTCATCAGCCCTGATCACCTCCACAACGTCCCGGAGA

301 GTTGATTCCGCCGGCAGACGCCAGTAGTCAATGGCAATGGCCGGGGCCGGCACGTTCTCA

361 AAGCTGCCATTGTCCAAGTCCTTGAGGAATTCGGTGTAGGAGCGGACGGCCTCCTCCTCC

421 AGGTAGCCGGTGATGCGGTGGGCGACCTTGGGGGAGGCCAAGTATGTTAGGARGTATGCG

481 TTGAAGAATACACCCTGGACGGCGAAGACGATGGCGCGCTCGTACCACTGGGGCTTGGCC

541 AGCTCGATGAAGGTCATGAGGTGCATTCGCTCGTTCTCGGCTTCTTCCAGTAGGGCTTTG

L LLLL L LKL

601 ATCCAACCTCCGCTCTGCTCGAACCGCCTCAGGGACTGGCAGTGCAACARCATTCCCCCG
<<LLLLKL

Figura 7: se presenta la secuencia amplificada de AOX23 en azul y la ubicacion de los partidores
correspondientes en negro sobre amarillo
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Figura 8: alineamiento de la secuencia aminoacidica derivada de los ensambles de EST AOX53 y AOX23 con la secuencia de AOX1a de Arabidopsis thaliana.
En amarillo se muestran los aminoacidos conservados en las tres secuencias, en rojo los aminoacidos que forman los sitios de unién a hierro, marcados como 1y
2. En verde con un asterisco arriba, la Cisteina que forma el puente disulfuro con otra subunidad
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Expresion de transcriptos de AOX en yemas ecodormantes de Vid en Vicufia y en la

Region Metropolitana

Se colectaron yemas en Vicuia y en la RM a fines de Julio cuando las yemas se
encontraban en el estado de Ecodormancia (Lang y col, 1987). El andlisis de expresion de
los transcritos de AOX mediante RT-PCR demostrd que ambos transcritos se expresaron
en las yemas colectadas en la RM, no asi en la muestra de Vicufia donde solo se expreso

el transcrito de AOX53 (FIG 9).

Figura 9: Anélisis por RT- PCR de la
expresion de transcriptos de AOX de Vitis
vinifera en las muestras de yemas
colectadas en los valles del Elqui y Maipo
el 21 de Julio. Carriles: 1, AOXS53; 2,
AOX23 y 3, actina
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Efecto de las bajas temperaturas sobre la expresion de AOX a nivel de los transcritos de

m-RNA y de proteina en yemas endodormantes de vid.

Dos grupos de 15 yemas fueron colectadas en la region metropolitana a mediados de
Mayo. El primer grupo se mantuvo a 4° C en el refrigerador durante una semana, mientras
el segundo fue mantenido a temperatura ambiente en el laboratorio. Una vez terminada la
semana, las yemas fueron utilizadas para la extraccion de RNA y el posterior analisis de

expresion mediante RT-PCR con los partidores AOX23 y AOX53.

- Control - - Tratamiento Frio Figura 10 .- Efecto de las bajas
: ' : temperatura sobre la expresion
de transcriptos de AOX de Vitis
vinifera en yemas de Thompson
Seedless colectadas el 31 de
Mayo en el valle de Maipo. La
expresion de los transcriptos
fue analizada por RT-PCR
usando partidores especificos
de AOX de Vitis viniferay
como control interno se utilizé
la expresion del gen de actina.
Carriles: 1, Marcador peso
molecular; 2, AOX23
(amplificado de 481 pb); 3,
AOX53 (amplificado de 425
pb) y 4, actina.
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Efecto de la NaN, sobre la expresién de transcritos de AOX en yemas de Vid

Dos grupos de 15 yemas endodormantes (Lang y col, 1987) fueron colectadas en la RM.
Un grupo fue tratado con una solucién de Azida de Sodio al 2% (p/v) y puesta en la
camara de crecimiento a 23°C por una semana. El segundo grupo solo se dejo en la
camara de crecimiento a 23°C. Después de una semana de permanencia en la camara se
extrajo el RNA de las yemas Yy la expresion de AOX se analizdé por RT-PCR. En las
yemas controles no se observo la expresion de ninguno de los dos transcritos de AOX,
mientras que en las yemas tratadas con azida se observd la expresion del transcrito

AOX23 (FIG 11).

Lol R e e Figura 11.-efecto de un veneno

Control ' Azida da o _':;:' mitocondrial sobre la expresion
. Sodio. | s de los transcriptos de AOX en
Seliiii e y yemas de Vitis vinifera
colectadas en el valle del Maipo
el 19 de Junio. Carriles: 1,
AOX23; 2, AOX53; 3, Actina;
4, PM. Soélo la muestra tratada
con Azida de Sodio expresa el
transcrito de AOX23. AOX53
no se expresa en ninguno de los
dos casos.

Este experimento fue repetido durante el afio 2007 con yemas colectadas en el valle del
Maipi en una fecha similar a la del afio 2005 (14 de Junio) y ademas se siguid la
expresion durante los dias 0, 3, 6 y 9 a contar del inicio del tratamiento (no mostrados). En
este caso la expresion de AOX23 solo aparece a partir del dia 3 en el grupo tratado con
Azida de Sodio, mientras que AOX53 esta presente en el dia 0 y desaparece entre los

dias 3 y 6 en ambos grupos.
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Discusién

Las yemas ecodormantes de Thompson Seedless colectadas a fines de Julio en Vicufia
solo expresaron un transcrito de AOX correspondiente a la AOX23, cuya expresion fue
inducida por las bajas temperaturas en yemas endodormantes colectadas en la RM (fig
10). Mientras que las yemas ecodormantes colectadas en la misma fecha en el valle de
Maipo expresaron ambos transcritos de AOX los correspondientes a AOX23 y AOX53.
Esta diferencia en la expresién de los transcritos de AOX podria estar relacionada con las
diferencias climaticas invernales en ambas regiones. La IV regioén y Vicufia poseen un
clima subtropical caracterizado por las temperaturas maximas altas durante el invierno, es
asi como en pleno mes de Julio las temperaturas pueden alcanzar los 32° C durante el dia
y caer a 4° C o menos durante la noche. La RM se caracteriza por poseer un clima
templado en el cual dificiimente las temperaturas superan los 20° C durante el invierno, de
este modo la oscilacion térmica es significativamente menor que en la IV regién. En
consecuencia, la expresidbn de AOX53 que es inducida por bajas temperaturas es
razonable que se exprese en las yemas ecodormantes colectadas a fines de Julio en
ambas regiones, ya que las horas frio acumuladas hasta esa fecha fue similar en ambas
regiones (Perez y col, 2007). La no expresion de AOX23 en Vicufa podria deberse a una
represion de su expresion por efecto de las altas temperaturas invernales. En efecto, las
yemas endodormantes de la RM expresan AOX23; sin embargo, cuando dichas yemas
fueron expuestas a una temperatura constante de 23° C por una semana en la cdmara de
crecimiento, la expresion de AOX23 fue reprimida. Mas aln, el tratamiento con azida
indujo su expresion, sugiriendo que la regulaciéon de su expresiéon podria estar mediada
por el flujo de electrones en la CTE de la mitocondria. De este modo flujos altos inhibirian
su expresion mientras que flujos bajos inducirian su expresion.

Si bien la expresion de algunas isoformas de AOX en A. thaliana estan relacionadas con
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la respuesta de las plantas al ser expuestas a patégenos (Simons y col, 1999), en Vitis no
se encontraron referencias de patogenos que ataquen las yemas, si existiendo informes
de enfermedades en hojas y bayas. En principio, podemos descartar que la expresion de
AOX23 en la RM se deba a un ataque de patogenos.

El amplificado del transcrito AOX23 aparece en estos experimentos con un peso superior
(~480 pb) al que se estimod cuando los partidores fueron disefiados (~410 pb). Utilizando
la dltima liberacion de secuencias genomicas de Vitis vinifera en la base de datos de la
NCBI, se identificd un contig de secuencias genomicas que contenia la secuencia de
AOX23, con un inserto (que corresponderia a un intron) de ~70pb. Lo anterior indica que

el aumento del peso esperado del amplificado de AOX23 se deberia a este intron.
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Conclusiones

En este momento disponemos de dos set de partidores especificos que amplifican
secuencias de dos transcriptos de AOX.

La transcripcion de AOX23 y AOX53 es estimulada por factores ambientales distintos.
Mientras el transcrito AOX53 es inducido por frio, AOX23 se expresa cuando se produce
una disminucion en el flujo de electrones en la CTE de la mitocondria.

A mediados de Julio se observa una diferencia en la expresion de los transcritos de AOX
de las yemas colectadas en Vicufia y la RM. Posiblemente esta diferencia en la expresion

se debe a las diferencias en las condiciones climaticas invernales de ambas zonas.
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APENDICE 1

AOX en el Genoma de Vitis

A principios de Septiembre del 2007 se liberd la secuencia genémica completa de la
variedad Pinot de V. vinifera. Esta secuenciaciéon fue llevada a cabo por el Centro
Nacional de Secuenciacion de Francia (CNS; www.cns.fr).

BLAT (Blast-like alignament tool) es, como lo indica su nombre, un programa similar al
Blast. Sin embargo, esta disefiado para encontrar alineamientos mayores a 40 nucleétidos
(10 aminoacidos en su version para proteinas) con una identidad mayor al 80%. La
segunda diferencia importante es que trabaja con una base de datos indexada en la
memoria del servidor, esto significa que accede a una cantidad limitada de secuencias, y
de forma rapida, al realizar la busqueda (Kent, 2002). Las secuencias indexadas en la
memoria del servidor pueden estar ligadas a una base de datos mayor que, en el caso de
CNS, contiene la informacion que se considera relevante de la secuencia.

Con este programa se revisé el genoma de V. vinifera cv. Pinot para buscar la ubicacién
de los genes que dan origen a los 5 EST relacionados con Oxidasas Alternativas

encontrados en la base de datos de Genomics Facilities (tabla A.1)

EST ALIAS Tabla A.1: muestra los ensambles de EST
CTG1030354 | AOX54 encontrados en la base de datos de
CTG1037264 | AOX64 Genomic Facilities y el Alias asignado para
CTG1039659 | AOX59 hacer mas facil la nomenclatura
CTG1030353 | AOX53

CTG1035923 | AOX23

Por los primeros analisis realizados con estas secuencias se sabia que AOX54 estaba
contenida en AOX53 y que las secuencias AOX23, AOX59 y AOX64 podrian provenir de
distintos genes, ya que fue imposible ensamblarlas utilizando el programa Contig

Assambly Program (CAP; Huang, 1991) o lograr un buen alineaniemto con Clustal X.
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Los resultados obtenidos al utilizar estas 5 secuencias contra la base de datos de CNS
con BLAT, mostraron similitud redundante con 3 secuencias de genes predichos en el
genoma de V. vinifera. Las secuencias encontradas fueron: GSVIVT00000267001,
GSVIVT00003172001 y GSVIVT00003173001. Las Ultimas 2 secuencias se encuentran
en el mismo cromosoma a 3,3 kpb de distancia y en sentidos opuestos, en tanto que la

disposicion y tamario de exones e intrones de estos genes son similares (Tabla A.2).

AOX Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron 2 Exon 3 Intron 3 Exon 4

CSVIVIO0003172001 (285bp)  (500bp)  (129bp) (726bp)  (489bp)  (50bp)  (60bP)

CSVIVIO0000Z67001  (285bp)  (3192bp)  (129bp) (7504bp) (48%bp)  (50bp)  (B0bp)

g%\g‘zq)oooo?'" 73001 (291bp) (80bp) (129bp) (109bp)  (489bp) (94bp)  (60bp)

Tabla A.2: muestra la estructura de los genes de AOX. Todos cuentan con 4 exones y tres
intrones de similar tamafio.

Al revisar los resultados se observé que como se esperaba AOX53 y AOX54 alineaban
con una misma secuencia (GSVIVT00000267001) y AOX23 presentaba alta identidad con
una secuencia (GSVIVT00003173001). Mientras que AOX64 y AOX59 alinearon con una
sola secuencia (GSVIVT00003172001) (Figura A.1).

Para entender por que AOX59 y AOX64 aparecen como entradas distintas en Genomic
Facilities, siendo que serian parte del mismo gen, se procedié a ensamblar las tres
secuencias (GSVIVT00003172001, AOX59 y AOX64) con el programa CAP. De esta
forma se encontré que AOX59 y AOX64 no se podian entender como un solo gen, ya que
s6lo hay 15 nucleotidos solapados entre ambas secuencias (Figura A.2).

Interesados en otras secuencias de AOX en el genoma se realizé otra busqueda para

encontrar posibles genes de AOX, sin embargo esta blsqueda fue infructuosa.
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Genomic Facilities CNS

CTG1030353 99 2%

(AOX53) A
67.7% .
il GSVIVT00000267001
CTG1030354
(AOX54) 98% N

. .. GSVIVT00003172001
CTG1037264 (997% -

(AOX64)

99.7%

CTG1039659

(AOX59) GSVIVT00003173001

CTG1035923
(AOX23)

Figura A1: representacion de los alineamientos de las 5 secuencias de transcritos de
Genomic Facilities y los tres genes predichos encontrados en CNS. Cada uno de los
colores indica a cual de las tres secuencias gendmicas son similares. Las flechas
continuas indican que es el alineamiento con mayor puntaje, las flechas punteadas
indican el segundo hit. Los nimeros bajo las flechas indican el porcentaje de identidad.
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aox59 CGGATGCA-C TCATGA-CTT CATGGAAGTA GCCAAGCCCC GGT-GTACGA GCGCGCCCTT GTTTTCGCAG TTCAAGGCAT TTTCTGGAAC TTTTACTTCG TTGCCTACGT

GSVIVTO000 CGGATGCACC TCATGACCTT CATGGAAGTA GCCAAGCCCC GGTGGTACGA GCGCGCCCTT GTTTTCGCAG TTCAAGGCAT TTTCTGGARC TTTTACTTCG TTGCCTACGT
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Rox59 GATCTCTCCC AAAGTCGCCC ACCGCGCTGT CGECTATCTG GAAGAGGAGG CCATACACTC CTACAATGAA TTCATARARG AGCTCGACAG
GSVIVT0000 GATCTCTCCC ARAGTCGCCC ACCGCGCTGT CGGCTATCTG GAAGAGGAGG CCATACACTC CTACAATGAA TTCATAAAAG AGCTCGACAG
RAOKEA mmmmmmmmme e e e e e e e e

Figura A.2: Ensamble de las secuencias AOX59, AOX64 y GSVIVT00003172001 utilizando el programa CAP. En amarilio se
observa el segmento de secuencia compartida por las tres secuencias. Se muestra solo la parte del ensamble en que las tres
secuencias se solapan.
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AQX59 VKLTKEDGTE WKWSCFKPSE AYKADVSIDL GKHHVPRVWT EKVAYWGVKM LRLPTDIFFK RRFEMRAMML ETVAAVPGMV
AOX53 PKITREDGSP WPWNCFMPWE TYHADTAIDL SKHHVPKTFV DKVAYRTVKL LRIPTDIFFQ RRYGCRAMMIL ETVAAVPGMV
Aox23 ANLTKEDGSP WKWHCFRPWE TYKADISIDV EKHHKPVKEFM DKFAYWTVQA LKIPTHMFFQ RKHMCHAMLL ETVAAVPGMV
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AQX59 GGMLLHCKSL RRFEHSGGWI RVLLEEAENE RMHLMTFMEV AKPRWYERAL VFAVQGIEFWN FYFVAYVISP RKVAHRAVGYL
AOX53 GGMLLHLRSL RKFEHSGGWV KALLEEAENE RMHIMTMVEL VRPKWYERLL VLTVQGVEFFN AFFVLYVLSP KAAHRVVGYL
Rox23 GGMLLHCQSP RRFEQSGGWI KALLEEAENE RMHIMTFIEL AKPQWYERAI VFAVQGVFFN AYFLTYLASP KVAHRITGYL
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AOX59 EEEATIHSYNE FIKELDSGNI PNVPAPATIAI DYWRLAPDST LRDVVMVVRA DEAHHRDVNH YASDIHYQGL QLKEFPAPLG
AQX53 EEEATIHSYTE FLKDIDSGAI ENVPAPAIAI DYWRLPKDAT LKDVITVIRA DEAHHRDVNH FASDIHFQGK KLNEAPAPIG
Aox23 EEEAVRSYTE FLKDLDNGSF ENVPAPAIAI DYWRLPAEST LRDVVEVIRA DEAHHRDVNH YASDIQCQGH QFKDVPAPLG
AQX59 YH
AOX53 YH
Acx23 YH

Figura A.3: alineamiento de las tres secuencias aminoacidicas de AOX encontradas en CNS y nombradas segun corresponden a las
secuencias de Genomic facilities (EST). En amarillo los aminoacidos identicos.
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Secuencias promotoras

Ademas de la composicion de intrones y exones, en CNS es posible obtener la secuencia
UTR 5 (regién no traducida 5°) para analizar las regiones promotoras de estos genes.
Utilizando la pagina de PlantCARE es posible hacer una busqueda de los posibles
elementos cis la secuencia URT 5",

En la pagina de PlantCARE existen dos opciones. La primera es utilizar un modulo
llamado Motif Sampler, la cual consiste en la comparacion de las secuencias UTR 5" de
varios genes que tienen un patrén de expresion similar (Thijs y col, 2002). En nuestro
caso no tenemos acceso a una base de datos que nos indique que genes de vitis estan
expresando se de manera similar a nuestras AOX, por tanto no nos es posible utilizar esta
herramienta.

La segunda opcién que tiene esta pagina es una busqueda por similitud con otros
elementos cis descritos en otras o la misma especie (Rombauts y col, 1999). El analisis
de los resultados fue engorroso, ya que se encuentran para AOX23 (por ejemplo): 5
posibles cajas TATA en los primeros 200 pb desde el extremo cercano al inicio de la
traduccion y mas de 10 sitios de unién a distintos elementos regulados por luz. Por lo
anterior se muestran solo algunos de los elementos de mayor relevancia.

Si bien todos los elementos de la base de datos que se encontraron en nuestras
secuencias pertenecen a plantas de otras familias (como tabaco, coliflor y arabidopsis),
este sistema es el mas recomendado en nuestro caso y ha sido citado en trabajos
realizados en platano, duraznos, alamo y uva (Fong-Chin y col, 2004; Wisniewski y col,
2005; Qiang y col, 2006; Verries y col 2004). En el caso del trabajo con uva, se trata del
analisis del promotor del gen de adh2, donde se identificaron varios elementos

regulatorios. En este caso se colocé el gen GUS bajo el control de diferentes fragmentos
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del promotor.

Lo que es destacable, ya que no era esperado al momento de hacer la busqueda, es la
cantidad de posibles elementos regulados por luz, que son demasiados para pasarlos por
alto. Otra de las funciones que se le ha asignado a las AOX es la de regular de especies
reducidas en la hoja durante la fotosintesis, en especial cuando son expuestas a
demasiada luz y las condiciones ambientales no son las mas favorables (Atkin y col 2000;
Hurry y col 1995), ademas la inhibicién de la AOX y el complejo IV disminuye el nivel de
fotosintesis en cebada (Kromer y col, 1993). Es posible, por tanto, que AOX53 AOX23 y
AOX64 se expresen en las hojas y su expresion sea regulada por luz.

El URT § de AOX53 es la una de las tres secuencias que presenta un motivo de
respuesta a bajas temperaturas (LTR; figura A.4.b), dando un antecedente mas a que
AOX53 efectivamente puede expresarse por bajas temperaturas.

La regién promotora de AOX23, por su parte, presenta dos elementos relacionados con
estrés: HSE, shock térmico; y TCA, acido salicilico (figura A.4.a). El acido salicilico es un
intermediario en las sefales de estrés de varios tipos (Halim y col, 2006; Horva'th y col
2007) y parte de la respuesta a shock térmico estan mediadas por H,O, (Volvok y col,
2006). También esto acompania los resultados experimentales que indican que AOX23 se
expresa bajo condiciones de estrés.

En conclusion, la estructura de los genes es altamente conservada y el analisis de la

region promotora confirma los resultados observado en la parte experimental.
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Figura A.4.a: Analisis de la region promotora de AOX23. No se indican: los elementos
encontrados en el sentido invertido y elementos CAAT.

AOX23
aaataaaagtaatcaatttatttttaaattcacatctttattttacatttttattcttat
ttatcataattacctctacgattttttttgctatttcatgatctttactgttatttgace
tcectttgcectaattataatttatgaaaataaatatatcaatttatgaatttaaaataaa
ttttaagttaattttatcaaataatcttttaaataaaaatgcacatcttaaaataacatt
tctaaagtgataatctttgaatgttattatatatataatgttatgtttatatttagtttyg
ttaaataaaaaaaasatggtttcaatgtctcatatatttgtccaaaataaaaattatatt
atattccaatattttttattaaaataaaaaagaatttttttttttacatttaacaatatt
tatgaataaaatatttaaaatttataaataatccttttatattatgttacttaatataaa
caataaatatatattattattattttatattttttttagttcttttttcaaccacagatt
tattttttcaatc Ml 2t tcttotaaaataaattatataaaaataataaaaa
atgattaaaaaataaatttattttatattttcactaatcaagattaagtatcttgagtta
afEleiesit gataatatattttatcacttatcatattttatattttgttyg
gatatacatattacatccaaccaaccaaatacgagattaaataaaactaatatatatatt
aactaaagacttctactctacccatattgtattaacttaatttctatccaaatatttcaa
gagatcaatcutttaaaaaaacaaataaataataataataacacaattgtagaag
gttgcttagttacccattgcagaatattgttacccaccttagaaagttgtgtccgagtct
tgcaagaaagcaagtcaaacctggaagtccatggaatctg;rT.~ :
= gactcttcaaatcgtggacagcaattgtagctaagaactatccatc
accaaaaatcattgctcaacaaatthtacaaactcaaatcattctttcaaactctctca
agtgttgatcgatcttttttcctactgttgecaatttttgtcaacteccgacaatg

BETA Caja tata

GCTA Motivo AT1, parte de los modulos de respuesta a luz

JCTA Caja [, elemento de respuesta a luz

@@V Caja G, elemento cis involucrado en la respuesta a luz

2= & Motivo GT1, elemento de respuesta a luz

~ = SP1, elemento de respuesta a luz

CISE HSE, elemento de respuesta a estrés termico

GCTA Elemento TCA, elemento involucrado e la respuesta a acido salicilico
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Figura A.4.b: Analisis de la regién promotora de AOX53. No se indican: los elementos
encontrados en el sentido invertido y elementos CAAT.

AOX53

aagaagcatagaggaaggtttgaaagaattaattcataaatatataaagcatatttttta
tgaaataatggtacatggtgttgtcttctgagcaagttgagaagtttgcattagattaag
tttattacctaactcctccatgtgectt cccacctagtatcgtatagata
cagatgttatgttatatcctgtaccaaacaaggectttttattttctatttttttggaaaa
agaacaagtggaaaattaaaattgagctttagcctttagcatggagagtaaaagegtcac
gtgatgacgaagtccgtctecctgecaatgtteccecgtggcaagce tcctegtgactt
ggcctccaagttagageccceccgectcatctagagttcetc
gtcttgtgaaacgtgggtttataaaattcccgacca cgafetecacectgeactcca
catttttttctctctccactgtccaaaaccccattaataaagtgat@aacdgtggataaa
aggacaagcaaattaagatggtacgtcactaaccatcagatactctctcctcteggecagt
tcttegtetetecgecttgtgtecattgtettgaacceccteccacaagtcacageccacgte
ttatttttctccccaaaaccctaatcaa gactcaccagttttgtggagtttccce
aatttgttggcagctctgaagatg= gttgcaagatcactgatgcgaggectd

B o

f
1Caac

Caja CCAAT, sitio de union a MYB (elemento de respuesta a luz)
ATG inicio de la traduccion
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