UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

“Analisis de la expresion del gen hsp70
mediante RT-PCR semi-cuantitativo, en plantas de

Aloe barbadensis Miller sometidas a estrés térmico e hidrico”

Seminario de Titulo
Entregado a la
Universidad de Chile
En cumplimiento parcial de los requisitos
Para optar‘al titulo de

Ingeniera en Biotecnologia Molecular

Por
Claudia Ménica Huerta Calderén
Septiembre, 2009
Santiago - Chile

Director de Seminario de Titulo: Dra. Liliana Cardemil Oliva



ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiTULO

CLAUDIA MONICA HUERTA CALDERON

«Analisis de la expresién del gen hsp70 mediante
RT-PCR semi-cuantitativo, en plantas de Aloe barbadensis Miller
sometidas a estrés térmico e hidrico”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Dra. Liliana Cardemil Oliva
Director Seminario de Titulo

Dra. Claudia Stange Klein
Co- Directora Seminario

Comision de Evaluacién Seminario de Titulo

Dr. Marcelo Baeza Cancino
Presidente Comisién

Dr. Francisco Chavez Espinosa
Corrector

Santiago de Chile, Septiembre de 2009




AUTOBIOGRAFIA

Claudia Ménica Huerta Calderén

En realidad, esto de hablar de mi misma, me
resulta un poco extrafio y también complicado, como si
ya escribir esta tesis no lo fuera, pero veamos que
puedo hacer.

Naci un 17 de junio de 1985 en Santa Cruz, una
pequefia pero linda ciudad de la VI regién. Naci siendo
la menor de 5 hermanos, razén por la cual, creo que he

tenido mayores libertades que ellos, y menos

. responsabilidades por ser “el conchito”, aunque
bviamente, sin salvarm de sus ventajas y desventajas.

He vivido toda mi vida en Cunaco, una localidad cercana a Santa Cruz, en
donde el ambiente de campo me permitié tener una infancia libre y feliz, y donde se
forjo mi personalidad, si bien un tanto introvertida, también puedo decir que alegre y
relajada. Realicé mis estudios basicos con resultados bastante satisfactorios,
aunque entonces no tenia la mas minima idea de lo que eso podria significar. Un
factor que marcé mi vida fue la ausencia de mi hermana Isabel, sin embargo creo
que me fortalecié para conseguir mis logros venideros. La ensefianza media la
realicé en el Colegio Maria Auxiliadora, desde donde tengo los mejores recuerdos.
El cambio de colegio y de ambiente indujo el inicio de mi despertar al mundo: aqui
hice grandes amigos y aqui me di cuenta de mi interés por la biologia y las ciencias
en general.

“;Ingenieria en que que qué?” era la pregunta que me hacia mi familia
cuando escogi la carrera; “ah... como cientifica”, “mmm” ...y es que en una familia
tradicional como la mia era totalmente raro que estudiara algo que ni siquiera podia
explicarles con todas sus letras, principalmente porque €so lo fui descubriendo ya
en la universidad. Sin embargo, considerando el camino recorrido, y ahora con titulo
en mano, puedo explicarles y demostrarles que esta fue la mejor eleccion que pude
haber tomado.
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RESUMEN

Aloe barbadensis Miller, cuyo nombre comin es Aloe vera, €s una planta
perteneciente a la familia Asphodelaceae y naturalmente adaptada a zonas aridas y de
gran oscilacion térmica. El gel de Aloe es de gran importancia econémica debido a las
propiedades alimenticias, farmacéuticas y cosmetologicas que se le atribuyen. Por esta
razon, su cultivo en el norte de Chile ha tenido una gran expansion, pese a no existir un
manejo agrondmico adecuado.

El siguiente trabajo pretende aportar al conocimiento de esta planta frente a las
condiciones de estrés hidrico y de alta temperatura, en cuanto a la expresion de
proteinas de estrés térmico, como HSP70, una chaperona que repliega las proteinas
desnaturalizadas. Se disefiaron partidores desde secuencias de hsp70 homologas en
otras plantas, para amplificar por PCR. La clonacién y secuenciacién del fragmento
obtenido, junto con un analisis bioinformatico de su secuencia, confirmé que los
partidores amplifican el gen hsp70 de Aloe vera. Con el uso de estos partidores se
analizé la expresion del gen hsp70 mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Se analizo la
expresion de este gen en estrés térmico, incubando a 25° 35° 40° y 45°C, y se
observé un aumento en la expresion del 47% a 40°C y 45°C. En estrés hidrico, se
observo un aumento en la expresion en cada tratamiento T1, T2, T3 y T4 (1600, 1200,
800 y 400 ml/planta/15 dias), correlacionado con la intensidad del estrés. Estos
resultados sugieren que en Aloe vera el gen hsp70 aumentaria sus niveles de mRNA, y
probablemente también de la proteina, a altas temperaturas y en déficit hidrico,
replegando las proteinas dafiadas en estas condiciones. Este mecanismo seria parte

de la respuesta que se activa en Aloe vera frente al estrés hidrico y térmico.




Ademas, se disefiaron partidores para estudiar la expresion los genes de estrés
térmico, hsp100 y ubiquitina, obteniendo por PCR bandas del tamafio esperado, lo cual
permitira realizar similares estudios de expresion.

Estos resultados comprueban que Aloe vera es una planta con aumentada
tolerancia al estrés térmico e hidrico, por lo cual puede considerarse como una planta
modelo para estudios de mejoramiento vegetal, para producir plantas para cultivo con

mayor rendimiento en condiciones de estrés ambiental.



ABSTRACT

Aloe barbadensis Miller, also known as Aloe vera, is a CAM plant of the
Asphodelaceae family, and is well-adapted to arid regions with extreme thermal
oscillations. The gel of Aloe is economically important due to their cosmetic,
pharmaceutical and alimentary properties. For this reason, there has been an
expansion in the cultivation of this species, even though appropriate agricultural
practices are lacking.

The following work intends to contribute to the knowledge of how Aloe vera
responds to water and heat stress, focusing on the expression of heat shock proteins,
such as HSP70, a chaperone which has been extensively studied due to its ability to
repair denatured proteins. PCR primers were designed against conserved regions of
orthologous hsp70 gene sequences from plants. Cloning and sequencing of the
amplified fragment, and analysis of the resulting sequence, showed that these primers
did indeed amplify a partial hsp70 gene from Aloe vera. Expression of hsp70 was
quantified by semi-quantitative RT-PCR at high temperatures and under drought
conditions. Expression of hsp70 increased by 47% at 40°C and 45°C, compared to the
expression levels at 25°C. Under restrictive water conditions, the relative expression of
this gene increased gradually from a normal water irrigation regime T1 to T2, T3 and T4
(1600 to 1200, 800 and 400 mL/plant/15 days, respectively), according to the intensity
of stress. These results suggest that in Aloe vera subjected to high temperature or
water deficit conditions, the expression of hsp70 increases, as a means to refold
proteins damaged under these stresses. This mechanism would form a part of the
response that is activated in Aloe barbadensis Miller under heat and drought stress.

Moreover, in order to study the expression of other heat shock genes, primers

were designed to amplify hsp100 and ubiquitin, and the corresponding fragments
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amplified from Aloe vera were of the expected size. These primers are thus a tool
which will allow similar expression studies of these genes to be performed.

This results verify that Aloe vera is a plant with high tolerance to heat and
drought stress, so it can be considered as a model plant for vegetal improvement in

order to obtain crops with higher yield in field with ambiental stress.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la mayoria de los cultivos de importancia econémica en el
mundo, son afectados negativamente por la exposicion a altas temperaturas (Hall,
2001; Giaveno y Ferrero, 2003). Esto trae como consecuencia una disminucién en la
cantidad y calidad de la biomasa producida, lo que constituye un serio problema para la
industria agricola. Si agregamos a esto que la poblacion mundial esta en constante
crecimiento, lo que implica un aumento en la demanda, surge entonces la necesidad
de expandir los terrenos cultivables a las regiones menos explotadas, como las aridas
y semidridas. Sin embargo, son pocas las especies vegetales capaces de sobrevivir en
este tipo de ambientes, por lo cual se hace necesario conocer qué efectos causa el
estrés de temperatura en las plantas, y qué mecanismos despliegan éstas para
contrarrestarlos. Esta informacion permitird desarrollar herramientas biotecnologicas

para la generacion de plantas con una mejorada tolerancia al estrés abiotico.

1.1. Efectos del estrés térmico e hidrico en las plantas

Se puede considerar el estrés térmico como el aumento en temperatura mas
alla del nivel umbral por un periodo de tiempo suficiente para causar dafio irreversible
al crecimiento y desarrollo de la planta. Sin embargo, sabemos que el estrés térmico es
una funcién compleja que depende de la intensidad, duracion y la tasa de incremento
en la temperatura (Wahid y col., 2007).

Los principales dafios causados por las altas temperaturas, y por el estrés
abiético en general son la desnaturalizacion y agregacion de las proteinas y una fluidez
incrementada de los lipidos de membrana. Esto produce la inactivacion de enzimas, ya
sean del citoplasma, del cloroplasto y mitocondriales; la inhibicion de la sintesis

proteica, la degradacién de proteinas y la pérdida de la integridad de las membranas
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(Howarth, 2005). El estrés térmico también afecta la organizacién de los microtibulos y
la formacion de asteres en las células mitéticas (Smertenko y col., 1997). Estas injurias
pueden llevar a la inhibicién del crecimiento, la reduccién del flujo de iones, y la
producciéon de compuestos toxicos y especies reactivas del oxigeno (ROS) (Schoffl y
col., 1998; Howarth, 2005). Como consecuencia de esto, se alteran las actividades a
nivel celular y del organismo, aunque el umbral de temperatura y los efectos causados
varian considerablemente con el estado del desarrollo, con la especie vegetal y con el
estado fenolégico (Wollenweber y col., 2003).

En cuanto a los efectos en la fisiologia, podemos destacar que el status hidrico
de la planta es una de las variables mas importantes bajo las condiciones inestables de
temperatura ambiental, y de suministro hidrico (Mazorra y col., 2002). Se ha reportado
que disminuye el potencial hidrico de la hoja y la conductividad hidraulica en la raiz
(Morales y col., 2003; Afion y col., 2004; Wahid y Close, 2007), lo que dificulta el
transporte del agua por la planta.

La fotosintesis se ve fuertemente alterada por las altas temperaturas, siendo los
principales sitios afectados las reacciones fotoquimicas en las lamelas del tilacoide, y
el metabolismo del carbono en el estroma del cloroplasto (Wise y col., 2004). Ademas,
se produce un desequilibrio entre la fotosintesis y la respiracion; en general, la tasa
fotosintética decrece mientras la tasa respiratoria aumenta considerablemente (Taiz y
Zeiger, 1998).

Por otro lado, el estrés abidtico en general puede inducir estrés oxidativo, lo que
implica la generacion de ROS, cuyas reacciones causan la peroxidacion autocatalitica
de los lipidos de membrana y los pigmentos, llevando a la pérdida de semi-

permeabilidad de membrana y la alteracién de sus funciones (Xu y col., 2006)
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Ademas, bajo el estrés térmico se han observado alteraciones en la
homeostasis hormonal, como cambios en la estabilidad, la biosintesis y la
compartimentacion de las hormonas acido absicico y etileno (Maestri y col., 2002).

Considerando todos estos efectos adversos, las plantas activan mecanismos de
respuesta para contrarrestarlos y/o disminuir la intensidad del dafio causado. Esta
respuesta, que es similar en los distintos tipos de estrés abidtico, sera descrita a

continuacion.

1.2. Mecanismos de respuesta de las plantas frente al estrés térmico e

hidrico.

Entre los mecanismos que activan las plantas para paliar los efectos del estrés
abiético, figura la acumulacién de ciertos compuestos organicos de bajo peso
molecular, cominmente conocidos como solutos compatibles (Hare y col., 1998), entre
los cuales destacan la glicina-betaina, la prolina y el GABA, que actuan como
osmorreguladores. Esta respuesta se activa tanto en el estrés a altas temperaturas,
como en el déficit hidrico vy la alta salinidad (Wahid y col., 2007).

Por otro lado, para contrarrestar el estrés oxidativo que desencadena el estrés
abiodtico, las plantas activan una serie de sistemas de detoxificacion enzimatica, tales
como la sobreexpresion de las enzimas ascorbato peroxidasa y superdxido dismutasa
(Sairam y Tyagi, 2004; Tang y col., 2006; Salinas y col., 2007; Ramirez y col., 2007),

enzimas que remueven las ROS.

1.2.1. Respuesta “Estrés térmico’ HSP70

Existe una respuesta, universal en los seres vivos, denominada Respuesta
“Estrés térmico”, que es bastante conservada desde los microorganismos hasta el

Homo sapiens (Vierling, 1991). A nivel molecular, es una reprogramacion transitoria de
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las actividades celulares, caracterizada por la sintesis de las proteinas de estrés
térmico (heat shock proteins, o HSP), en conjunto con un cese de la sintesis de
proteinas. Las HSPs se acumulan de manera correlacionada con la intensidad del
estrés para proteger las células y proveer un nivel superior de termotolerancia. En
general, esta respuesta se activa frente a varios tipos de estrés ambiental, tales como
el déficit hidrico, las altas temperaturas, el exceso de radiacion, la alta salinidad (Zhu
2002) y el estrés oxidativo (Iba 2002).

Las proteinas de estrés térmico son chaperonas moleculares que se acumulan
en la célula para proteger a las proteinas de la desnaturalizacién en condiciones de
estrés. Entre ellas destacan HSP70, cuya funcién principal durante el estrés es
replegar las proteinas que se han desnaturalizado, previniendo la agregacion. Por otro
lado, existe HSP100, que solubiliza los agregados de proteinas para que éstas puedan
ser renaturalizadas, y Ubiquitina, que destina al proteasoma las proteinas
excesivamente dafiadas para su degradacion, debido a que se vuelven potencialmente
peligrosas. La importancia de esta respuesta radica en que, al devolver su estructura a
las proteinas, y por ende su funcién, se corrigen los efectos adversos en el resto de las
actividades celulares (Wang y col., 2004).

La proteina HSP70 es la chaperona mas estudiada, la cual es codificada por
una familia génica. En plantas, varios genes hsp70 han sido identificados, pero gracias
a los estudios en Arabidopsis thaliana se ha logrado una mejor caracterizacion de esta
familia. Su genoma contiene 18 genes hsp70, los cuales se dividen en distintas sub-
familias de acuerdo a su localizacion subcelular (Fietto y col, 2007). En condiciones
normales, HSP70 asiste en un amplio rango de procesos, como el plegamiento y
ensamblaje de las proteinas recién sintetizadas, la reestructuraciéon de las proteinas
mal plegadas y agregadas, la translocacion de las proteinas secretorias y organelares,

y el control de la actividad de las proteinas regulatorias (Mayer y Bukau, 2005). Las
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HSP70s son proteinas de 70 kDa que constan de un dominio ATPasa en el N-terminal,
de 45 kDa, un dominio central de unién a sustrato de 15 kDa, y un dominio C-terminal
de 10kDa involucrado en la unién de co-chaperonas (Erbse y col., 2004).
Esencialmente, la proteina existe en un estado abierto, unido a ATP, donde las
proteinas desplegadas pueden ingresar al bolsillo de union, y una vez adentro, el ATP
se hidroliza y el bolsillo se cierra para reparar la proteina dafiada. Para que esto
ocurra, el sustrato o proteina debe estar desplegado, ya que HSP70 se une a regiones
extendidas ricas en residuos hidrofébicos, que en estado nativo, no son accesibles.
Esta interaccién, ademas, es asistida por co-chaperonas de la familia de proteinas con
dominio J, en plantas conocida como HSP40, la cual media la interaccién HSP70-
sustrato, al facilitar la hidrélisis del ATP (Mayer y Bukau, 2005).

Los transcritos de hsp70 se acumulan bajo condiciones de estrés ambiental,
tales como las altas temperaturas, el frio y la sequia, asi como durante la exposicién a
quimicos y otros (Guy y Li, 1998; Lin y col, 2001; Sung y col.,, 2001). Prosopis
chilensis, una planta del desierto chileno presenta altos niveles basales de la proteina
HSP70, los cuales aumentan con la intensidad del estrés térmico aplicado (Ortiz y
Cardemil, 2001). Ademas, se ha reportado la acumulacion del mRNA de hsp70,
hsp100 y ubiquitina en plantas de tabaco y arabidopsis sometidas a estrés térmico e
hidrico (Rizhsky y col., 2002, Rizhsky y col., 2004).

La respuesta “Estrés Térmico” es importante, ademas, porque existen estudios
que avalan la proteccién cruzada que brinda contra varios tipos de estrés (Reyes y col.,
2003). La sobreexpresiéon de BiP, un homélogo de HSP70 del reticulo endoplasmico,
confirid tolerancia al estrés hidrico en tabaco (Alvim y col. 2001), mientras que el
homologo DnaK bacteriano, al sobreexpresario en la cianobacteria Aphanothece
halophytice, otorgé tolerancia al estrés salino y las altas temperaturas (Wang y col.,

2004). Este cruzamiento entre la respuesta a los estimulos ambientales diferentes
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proviene, en parte, de que todos ellos producen estrés oxidativo y osmoético. Por otro
lado, las sefiales iniciales de estrés abidtico, por ejemplo cambios en la temperatura o
fluidez de membrana, que desencadenan la activacion de factores de transcripcion,
son comunes en distintos tipos de estrés, lo cual explica la activacién de los mismos
genes. Esto, esta avalado por los estudios de transcriptoma en Arabidopsis, los cuales
han identificado una sobreposicion de los genes inducidos por las distintas condiciones
de estrés (Sung y col., 2001). Los factores de transcripcion de estrés térmico (HSF,
heat shock factor) son activados frente a distintos tipos de estrés ambiental, induciendo
su oligomerizacién, lo que los vuelve activos y listos para unirse a la regién promotora
de los genes de estrés térmico, en el DNA, y activar su transcripcién.

Por lo tanto, estudiar la respuesta al estrés térmico e hidrico es de suma
importancia, pues permite conocer la tolerancia de la planta no sélo frente a estos tipos
de estrés, sino que también al de salinidad, el frio, entre otros, los cuales en conjunto
constituyen los principales factores limitantes en la produccién mundial de los cultivos
para la alimentacién (Hall, 2001). Esto adquiere mayor relevancia para el caso de las
plantas con importancia econdmica, no sélo desde el punto de vista alimenticio, sino
también desde el punto de vista farmacoldgico y cosmético. Este es el caso de Aloe
barbadensis Miller, de nombre comun Aloe vera, una planta de desierto que ha
despertado un gran interés por la utilizacién de su gel para la elaboracién de
medicamentos, cosméticos y como complemento alimenticio.

Las propiedades curativas del Aloe vera abarcan desde el tratamiento de
heridas (Krishnan, 2006), quemaduras (Wickline, 2004) e inflamaciones (Yagi y Takeo,
2003; Langmead y col., 2004), hasta el tratamiento de enfermedades mas severas,
como algunos tipos de céanceres (Heggie y col., 2002; Acevedo-Duncan y col., 2004,
Su y col., 2004; Im y col., 2005), diabetes mellitus (Yongchaiyudha y col., 1996), e

incluso SIDA (Schweitzer, 1994; Pugh y col., 2001; Chow y col,, 2005, Govindarajan,
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2005). Para la industria cosmetolégica, el Aloe vera es de gran interés por sus
estudiadas propiedades hidratantes y cicatrizantes, por lo cual se ha incorporado a
productos de belleza, como jabones, protectores solares y cremas (Eshun y He, 2004).

Estas importantes propiedades han convertido al Aloe vera en una planta de
gran interés comercial, por lo que su cultivo se ha expandido alrededor del mundo. En
nuestro pais, se ha incrementado la superficie plantada en la zona norte, area donde
predomina el clima arido y semiarido.

La planta de Aloe vera posee ciertas caracteristicas que hacen suponer que
estaria naturalmente adaptada a las condiciones del norte de Chile. Perteneciente a la
familia de las Asphodalaceae, Aloe vera es una planta de hojas suculentas que
permiten retener agua en condiciones de escasez, y mediante el metabolismo del acido
crasulaceo, invierte el ritmo estomatico, evitando la pérdida de agua por evaporacion.
Ademas, considerando lo anteriormente expuesto, es de esperar que Aloe vera active
eficientemente la respuesta “Estrés Térmico”, acumulando las proteinas de estrés ya
mencionadas en las condiciones que se presentan en el norte de Chile. Ya se ha visto
en plantas del desierto chileno (Prosopis chilensis) altos niveles basales de estas
proteinas y que aumentan con la intensidad del estrés térmico aplicado, en
comparacién con plantas de climas templados como soya (Ortiz y Cardemil, 2001).

No obstante, no se sabe si Aloe vera estaria naturalmente protegida a nivel de
las HSPs, por lo que se propone realizar estudios al respecto. En este trabajo se
investigd si existe correlacion entre la produccion de proteinas de estrés térmico y la
capacidad de resistir el estrés. Esto serd complementado con otros estudios a nivel
fisiologico y bioquimico, lo cual permitird conocer mejor la respuesta de esta planta al
estrés abidtico, y generar conocimientos aplicables al mejoramiento vegetal, lo que
permitiria obtener nuevas variedades, tolerantes a las condiciones desfavorables

producidas por el fenémeno del cambio climatico.
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HIPOTESIS

El tratamiento de las plantas de Aloe vera a temperaturas sub-letales o
sometidas a déficit hidrico, aumenta la expresion del gen hsp70 lo que contribuye a la

tolerancia de Aloe barbadensis Miller a estos dos estrés presentes en el desierto

chileno.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la expresion de hsp70 en Aloe barbadensis Miller frente al estres
térmico e hidrico, midiendo los niveles de mRNA para este gen, en plantas sometidas a

distintas temperaturas y regimenes de riego.

Objetivos Especificos

1. Disefiar partidores para la amplificacion de los genes hsp70, hsp100 y ubiquitina a
partir de las secuencias de plantas cercanas filogenéticamente a Aloe vera.

2. Clonar y secuenciar el cDNA de hsp70 amplificado por RT-PCR.

3. Cuantificar los niveles de mRNA de hsp70 en plantas de Aloe vera sometidas a

estrés térmico e hidrico, mediante RT-PCR semi-cuantitativo.
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2. METODOLOGIA

2.1. Anélisis Bioinformatico: Diseiio de partidores

Dado que no son conocidos los genes hsp70, hsp100 y ubiquitina de Aloe
parbadensis Miller, se disefiaron partidores desde las secuencias de cDNA de estos
genes en otras especies relacionadas filogenéticamente, especialmente plantas
monocotiledéneas, al igual que Aloe vera. Para hsp70, se consideraron ademas, tres
secuencias de Arabidopsis thaliana, pues en esta especie la familia hsp70 consta de
12 miembros (Sung y col., 2001), y esto permitiria abarcar un espectro mas amplio de
genes de hsp70. Para hsp100, se consideré una secuencia de Arabidopsis, y para
ubiquitina se utilizaron secuencias de tres plantas dicotiledoneas, considerando la alta
conservacion nucleotidica de este gen (Sharp y Li, 1987), lo cual se corrobor6 en los

analisis realizados. En la Tabla 1 se muestran las secuencias utilizadas.

Tabla 1. Secuencias utilizadas para el disefo de partidores para los genes hsp70,
hsp100 y ubiquitina. Se muestra el codigo de acceso a GenBank para cada una de ellas.
(MPlantas monocotiledoneas.

hsp70 hsp100 ubiquitina
Triticum Triticum Triticum
AF005993.1 aestivum™ AF174433.1 el AY862401.1 e —
Triticum
X67711.2 Oryza sativa™ | AJ970536.2  turgidum subsp. AY072820.1 Oryza sativa"™
Durum™
AY914601.1 Zea mays" AK105433.1 Oryza sativa™ M73787.1 Zea mays"
Arabidopsis . m Arabidopsis
AY059885.1 thelianz AF332981.1 Oryza sativa DQ793134.1 thaliana
AYO54183,4 ‘rabidopsis | Apq338401  Zea mays” D16248.1 Glycine max
thaliana
Arabidopsis Arabidopsis Gladiolus
AY054190.1  ypajiana AT 4949 thaliana*® D@A4514.1 grandiflorus
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Para disefiar los partidores, se determinaron las regiones con mayor similitud
nucleotidica entre las secuencias realizando un alineamiento multiple con ClustalW
(Labarga y col., 2007). Entre las regiones encontradas, se prefirieron aquéllas que
tenian mejores caracteristicas para un partidor, tales como un alto y similar contenido

de G-C, Tm, longitud y presencia de G 6 C en el extremo 3'.
2.2. Experimentos Fisiolégicos

2 2.1. Tratamiento de plantas de Aloe vera con condiciones de estrés
hidrico y térmico.

Las plantas de Aloe vera fueron sometidas a estrés hidrico y térmico por separado.
Para los experimentos de estrés térmico, se utilizaron plantas de Aloe vera cultivadas
en el laboratorio, en una camara de crecimiento a una temperatura constante de 25°C,
y con fotoperiodo de 16 h luz. Se recolectaron 3 series de muestras para cada
tratamiento, extraidas desde el apice de las hojas. Cada muestra consta de tejido de 3
plantas distintas, por lo cual se utilizaron 9 plantas. Las muestras fueron incubadas en
un bafio humedo durante 2 h, tiempo suficiente para funcionar como estrés (Ortiz y
Cardemil, 2001), a 25° 35° 40° y 45°C. Luego, las muestras se almacenaron
rapidamente en N, liquido, y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

Para el estrés hidrico, se utilizaron plantas cultivadas en el Centro Experimental
Las Cardas de la Universidad de Chile, ubicado en la IV Regién de Coquimbo. Se
establecieron 4 regimenes de riego por goteo, de tal manera que las plantas recibian
en cada tratamiento 1600, 1200, 800 y 400 mL de agua, cada 15 dias, denominados
T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Las muestras recolectadas fueron guardadas
inmediatamente en N, liquido y trasladadas al laboratorio en hielo seco, donde se

almacenaron a -80°C. Se utilizo el dpice de la hoja para los andlisis posteriores.
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2.2.2. Tratamiento previo de las muestras.

Para la extraccion de DNA y RNA, se macero el tejido en molinillo eléctrico enfriado
con N, liquido, sin dejar descongelar la muestra, hasta la formacién de un fino polvo.

Este polvillo se reservé a -80°C hasta su utilizacion.

2.3. Cuantificacién del mRNA de hsp70.

2.3.1. Extraccion de RNA total y tratamiento con DNAsas

La extraccion del RNA se realizé utilizando un kit de extraccion de RNA (Invisorb
Spin Plant RNA Mini Kit, de Invitek, Alemania), de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Se utiliz6 como material inicial aproximadamente 100 mg de polvo del tejido
congelado.

El RNA obtenido fue cuantificado con el espectrofotémetro ND-1000 V3.3,

NanoDrop Technologies, Inc., cuyo error de medicion es del 2%. Ademas se verifico la

integridad del RNA en geles de agarosa al 1%.

Para el tratamiento con DNAsas se utilizaron 90 ng de RNA, 1U DNAsa |
(Fermentas) mas su buffer 1X correspondiente y 10U inhibidor de RNAsas Ribolock™,
(Fermentas). El volumen fue ajustado con agua nanopura tratada con DEPC al 1%.

Esta mezcla de reaccion se incubd a 37°C por 15 min, y finaimente se adicion6 EDTA

hasta una concentracion final de 2,5 mM.

2.3.2. Transcripcion Reversa

La técnica de RT-PCR se desarrollé en el termociclador MyCycler™ (BIO-RAD).

La mezcla de reaccion de transcripcidn reversa incluyé 45 ng del RNA tratado con
DNAsas Y el partidor oligo-dT a 0,5 mM, la cual se incubd a 70°C por 5 min y luego en
hielo por 5 min. Se adicioné a esta mezcla buffer 1X de la enzima transcriptasa reversa

RT-Improm Il (Promega), 6,5 mM MgCl;, 0,5 mM dNTPs, 20U del inhibidor de RNAsas
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Ribolock™ (Fermentas) y 1U de la enzima. Para el control negativo, se agreg6 agua
tratada con DEPC en lugar de enzima. Se continué con el programa de transcripcion
reversa, incubando a 25°C por 5 min, a 42° por 60 min, a 70°C por 15 min, y una
incubacion final a 4°C.

Para probar la eficiencia de los partidores sobre el cDNA, se realizd la transcripcion
reversa utilizando oligo-dT y para los analisis de expresion semi-cuantitativa, se
utilizaron los partidores hsp70R, 18SR, hsp100R y ubigR, ya que esto arrojé resultados
mas satisfactorios en cuanto a cantidad y calidad del producto de PCR. Las secuencias

de estos partidores se encuentran en la Tabla 2.

2.3.3. Extraccion del DNA

La extraccion del DNA se realizd en base al método del buffer CTAB (Bromuro de
Cetil Trimetil Amonio: 2% CTAB, 1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris) que
permite extraer DNA de una manera rapida y eficiente, adaptado del procedimiento
descrito por Murray y Thompson (1980). Se utilizaron aproximadamente 100 mg del
polvo de tejido congelado, se agregaron 3 L de B-mercaptoetanol y se homogeneizé
la mezcla. Luego se agregaron 600 uL de buffer CTAB y se incubd a 70°C por 30 min.
Se adicionaron 400 L de buffer CTAB y se incub6 nuevamente a 70°C por 15 min. En
seguida, se agregaron 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1, y se mezcld
adecuadamente, para separar las proteinas y los polisacaridos. La mezcla se
centrifugé por 10 min a 15.000 x g y se rescato el sobrenadante con el DNA. Para
precipitarlo, se agregaron 750 yL de isopropanol y se incub6 a -20°C durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se centrifugé por 10 min a 15.000 x g y el precipitado
formado se lavoé con 700 uL de 70% etanol frio, se resuspendio en vortex y se
centrifugé por 5 min a 15.000 x g. Se retir6 el etanol y el precipitado se dejé secar a

temperatura ambiente. Este precipitado, que contiene el DNA, se resuspendi6 en 50 pL
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de agua nanopura. Para las reacciones de PCR, se utilizd 1 uL de este extracto de

DNA.

2.3.4. Amplificacién por PCR

Para realizar la reaccion de PCR, se optimizaron las condiciones de acuerdo a las
caracteristicas de cada par de partidores, y del tamafio del fragmento que amplifican.
Asi, para hsp70 se obtuvo el siguiente programa de PCR: una etapa de incubacién a
94°C por 5 min, 36 ciclos que incluyen intervalos de temperatura de 95°C por 50 s,
50,5°C por 50 s y 72°C por 40 s. Finalmente, una etapa de 72°C por 10 min y una
incubacion final a 4°C. La mezcla de reaccién incluyd: 2 pyL cDNA, 2,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 0,2 mM cada partidor, 1U enzima Taq polimerasa (Favorgen) y su buffer
1X respectivo.

Para la amplificacién del gen 18S, existen algunas diferencias, como la utilizacion
de 0,5 uL de cDNA y 24 ciclos de amplificacion.

El producto de PCR fue separado y visualizado por electroforesis en geles de

agarosa.

2.3.5. Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar el RNA y el DNA, se realiz6 electroforesis en geles de agarosa al
1% en buffer TAE (40 mM Tris, 19 mM é&cido acético glacial y 1 mM EDTA pH 8), con
0,5 yg/mL bromuro de etidio. Las muestras se cargaron en el gel con un buffer que
posee los colorantes azul de bromofenol y xylencyanol. (Sambrook y col, 1989) La

visualizacion de los geles se realizd en el transiluminador Syngene, modelo

MultiGenius.

Para estimar los tamafios de las bandas, se utilizaron dos estdndares de peso

molecular, Ladder GeneRuler™ de 100pb y 1kb (Fermentas)
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La electroforesis se desarroll6 al aplicar una diferencia de potencial de 70 y 100 V,

para el RNA y el DNA, respectivamente, durante 20 min aproximadamente.

2.3.6. Cuantificacion de los acidos nucleicos

Con el programa GeneSnap (Syngene), se fotografiaron los geles que contenian el
producto de PCR separado por electroforesis. A partir de estas imagenes se comparo
la intensidad de las bandas con respecto a las del estandar para estimar la cantidad de

DNA. Este andlisis se realizé con el programa GeneTools (Syngene).

2.4. Clonacién del cDNA del gen hsp70.

2.4.1. Reaccién de ligacion.

Para clonar y secuenciar el cDNA de hsp70, se transformaron bacterias con un
vector portador del fragmento del gen amplificado por PCR. Este fragmento se ligd al
vector pGEM®-T Easy (Promega), de 3 kb, cuyo mapa se muestra en la Figura 1.

Para realizar la reaccion de ligacion, se incubaron el fragmento y el vector en una

razén molar 3:1, éptima de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para determinar

las cantidades, se considero la siguiente relacion:

ng vector x kb inserto
kb vector (3 kb)

X razon inserto: vector(3)= ng inserto

La mezcla de reaccion consistio en: 2U de T4 DNA Ligasa (Fermentas) y su buffer
1X correspondiente, 50 ng de vector pGEM®-T Easy, y aproximadamente 30 ng del

producto de PCR. Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente por 2 h.
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Figura 1. Mapa del vector pGEM®-T Easy, que incluye puntos de referencia en la
secuencia. Se indica con flechas rojas la ubicacion de los partidores pUC/M13F y
pUC/M13R utillizados en la secuenciacion. En recuadro rojo se destaca la enzima EcoRl,
cuyos sitios de corte flanquean el sitio de clonamiento.

2.4.2. Preparacion de las células competentes

Las células de Escherichia coli de la cepa DH5a se llevaron a un estado de
competencia, para ser transformadas mediante un golpe térmico. Para ello, se crecid
un cultivo de esta cepa en medio Luria-Bertani (LB: 1% NaCl, 1% triptona y 0,5%
extracto de levadura) a 37°C con agitacién constante, hasta alcanzar una D.Ogoo= 0,3-
0,4. Las células se centrifugaron a 1.000 x g por 10 min a 4°C, y luego se
resuspendieron en TSS 1X (10% PEG, 5% DMSO y 50 mM MgCl; en medio LB),
utilizando 1/10 del volumen de cultivo inicial. La células competentes se guardaron en

80% glicerol a -80°C hasta su utilizacién.

26




2.4.3. Transformacién

La transformacion fue realizada incubando toda la reaccion de ligacion con 200 pL
de las células competentes en hielo por 30 min. Luego se incubd en un bafio himedo a
42°C por 75 s. En seguida se incubd en hielo por 2 miny luego a 37°C durante 1 h en
1 mL de medio LB, con agitacién constante. Las células se sedimentaron centrifugando
a 7.500 x g durante 3 min y se resuspendieron y sembraron en placas de LB-Agar-

Ampicilina (1,5% Agar, 100 ug/mL Ampicilina, en medio LB). Las placas se incubaron a

37°C por 16 h o toda la noche.

2.4.4. |dentificacion de colonias transformadas con el vector recombinante.

Andlisis rapido de colonias

Para identificar aquellas colonias que incorporaron el vector ligado al fragmento, se
realizd un analisis rapido, consistente en la extraccion de todos los acidos nucleicos.
Para ello, las colonias formadas se pasaron a medio LB liguido con 100 pg/mL
Ampicilina, para mantener la presion selectiva, y se crecieron a 37 °C por 16 h con
agitacion constante. A partir del cultivo obtenido, se tomaron 150 uL y se centrifugaron
a 7.500 x g por 3 min. El precipitado celular formado se resuspendié en 40 pL de
solucion de extraccién (6% sacarosa y 0,1% azul de bromofenol). Luego, se agregaron
14 uL de la solucion fenol:cloroformo 1:1, y se agité vigorosamente. La mezcla se
centrifugd a 13.000 x g por 3 min y se cargé el sobrenadante en un gel 1% agarosa
para su andlisis por electroforesis. Como controles, se cargaron el vector sin inserto y

el extracto de acidos nucleicos de una colonia portadora del vector sin inserto.

Extracciéon del DNA plasmidial
A partir de las colonias transformadas con el vector recombinante se extrajo el DNA
plasmidial utilizando el kit Axyprep™ Extraction Miniprep (Axygen, USA) de acuerdo a

las instrucciones del fabricante.
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Digestiones enzimaticas
El DNA plasmidial se analizd mediante digestion enzimatica, para lo cual se
combinaron 200 ng de DNA, 5U de enzima EcoRI (Fermentas) y su respectivo buffer
1X y agua destilada hasta un volumen final de 20 pL. Esta mezcla fue incubada a 37 °C

por 90 min. La digestién se analizé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

2.4.5. Secuenciacion

El fragmento insertado en el vector pGEM®-T Easy fue secuenciado en el Centro de
Biotecnologia de la Universidad de Chile, a partir de una alicuota de 500 ng de DNA
plasmidial. Para la secuenciacion se utilizé el equipo ABI PRISM 3100-Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA), el kit de secuenciacién DYEnamic™ ET
terminator (Amersham, Inglaterra), y los partidores universales pUC/M13F y
pUC/M13R, directo y reverso respectivamente. Las secuencias se muestran en la

Tabla 2, y los sitios de hibridizacién al vector pPGEM®-T Easy se indican en la Figura 1.

2.4.6. Analisis de las secuencias.

La secuencia nucleotidica del cDNA fue traducida a proteina con Expasy (Gasteiger
y col., 2003), y luego ambas fueron comparadas con la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante BLAST (Atschul y col. 1990,
Atschul y col., 1997) para encontrar la similitud con otras especies. Se analizé la
secuencia aminoacidica para verificar a qué regién de la proteina corresponde,
mediante ClustalWW (Labarga y col., 2007) y se buscaron motivos conservados

mediante InterProScan (Quevillon y col., 2005)
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3. RESULTADOS

3.1.Los partidores disefiados para hsp70, hsp100 y ubiquitina

amplifican una banda del tamario esperado en Aloe vera.

A partir del alineamiento realizado con las secuencias desde diferentes plantas,
se encontraron varias regiones de gran similitud nucleotidica, de las cuales se
consideraron dos para el disefio de cada par de partidores. El alineamiento de las
secuencias de cDNA de cada gen, en las regiones seleccionadas se muestra en la
Figura 2. En las posiciones con nucleétidos diferentes se opté por aquél que es

conservado en las secuencias de monocotiledoneas (Z. mays, O. sativay T. aestivum)

GTTCGAGGAGCTCAACATGG
GTTCGAGGAGCTCAACATGG.
GTTCGAGGAGCTCAACATGS
GTTTGLGGAGCTCAACATGG

Arabidopsis_2 ACTCGTGCT
irshidopsis_3 ACTCGTGCT
krshidopsis_1 ACTCGTGCT
Z_mays B ACCCGTGCC

TTGTTTAGGLAGTGTATGGAGCCAGTG 1071
TTGTTTAGGLAGTGTATGGAGCCAGTG 1070
TTGTTTAGGAAGTGTATGGAGCCAGTG 1070
CTGTTCAGGLAGTGCATGGAGCCTGTT 142

o _sativa ACCCGTGCCAGGTTTGAGGAGCTCALC ATGGATCTCTTC AGGARGTGTATGGAGCCTGTG 3593
T aestivam ACACGGECTOGCTTTGAGGAGCTCALC ATGGACCTCTTCCGCALGTGCATGGAGCCGGTG 1080
- wH OFHF TR FORR LA ST XL T ECXTRECRELETNS * KW % EEAEE KEEEEEEET KA
partidor directo e hspTO

Aresbidopsis 2 iGALACAAGATCACLATCACAALCGAC LAGGGAAGGTTATCARAGGALGAGATCGAGAAG 1671
Arshidopsis 3 AAGAACAAGATCACAATCACAAACGACALGGGAAGGTTATCAAAGGAAGAGATCGRAGAAG 1670
Arabidopsis 1 B AGAACAAGATCACAATCACAAACGAC AAGGGAAGGTTATCALAGGAAGAGATCGAGAAG 1670
Z_mays AAGAACRAGATCACAATCACC AACGACAASGGCOGTCTGTCCAAGGAGGAGATCGAGLAG 742
O_sativa AGAACLAGATCACCATCACCAACGACAAGGGCAGGCTCAGC AAGGAGGAGATTGAGAAG 4193
T aestivum AGAACARGATCACCATCACK AACGACAAGOGGCGGCTCAGCAAGGAGGAGATTGAGAAG 1680

- #*ﬁﬁﬂ#####ﬁeﬁﬁﬁ#*fcﬁ« HETEERLEENNY L * KEEEE *XLEET KREEEEY

A) <= partidor reverso
dryzal ATCCTGCGAGGETC AAGOAGRAG T ALGAGGURC ACCACGGTGTOAGGATCCAGGACCGC 1247
Oryzaz ATCCTGCGAGGOCTC AAGOAGARAGTACGAGGEHCACCACOOTOTGAGGATCCAGGACCGE 1302
ZTen ATTCTGAGBOONCTCARGGAGARGTACGAGGGOCACTATOGCSTGAGCATOCAGRACCS. 1287
Triticwel ATACTCAGAGGEC T AAGEAGAASTACGAGGORCACCATCOCOTOAGGATTCAGGACCGS 1136
Triticums ATACTGAGAGGACTC AAGGRAGRAAGTACGAGGONC ACCATSGTOTOAGGATTCAGGACCGE 1113
Arsbidopsis LTCCTTAGAGGACTCA L TGAGGORC ATCATGOTOTOCGAATCCARGACAGA 1269

T OE® ®* FE £3% :“’:?é‘s‘ﬁ"?‘- T® XF TET FTEXT ¥ FTH TN EBHE X
paridor directy s hsp100

oryzal GAGACCGTCOGCCCCGAGOAGATCOC I ST OO TR AGLL L TGOALCGGCATCCCGGTS 1784

Orysai GAGACTGTCGGCCCCGAGCAGATCGCUGAGGTOOTOAGCCGUTECARCGGCATCCCGETS 1838
iea GRARCCGTCGGCCCTOAMC AARTTGCRGAGGTOOTCAGCCOTTOGACHGGTATTCCAGTS 1754
Trivicuml GAGAC TGTCGGCCCGGACCAGATTGCHGAGGTOGTOAGCCOUTGGATTGUTATTCCTGTC 1673
Triticwme GAGACTOTCOOUCCHGACCAGRTTGC GGCATTCCTGTC 1650

FAGGTGGTGAGCCGCTGGA
GTICTGRECCOTTG GRGATTCCAGTG 1808

srexaGrererensMesres 22 2% 2% A%

B) <mem Daridor reverso

krabidopsis GARAACGTTGGGCCTGARCACATTON

LE A F® WX BW X® ¥ TE ¥
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Zea mays ATGCAGATCTTTGTGAAGACACTACTIGGC RAGACARTCACCCTTG,
Arsbidopsis ATGCAGATTTTCOTGAAGRCCCTTAL CARAACCATTACCCTAG,
Tr i icuwng ATGCAGATCTTTOTGAACACCCT CACOGGC RAAGACCATCRACCCTTG.
Qryza ATGCARATCTTCGTGAAGACTCTZACRGCARGACCATCACCCTCG.
Glycine ATGCAGATTTTTCTGARGACTCTTACHFGTAAGACTATTACCCTAG

TGGAGTCTTCG 2965
GTTGAGAGCTCT 288
GTTGAGAGCTCT S50
TGGAGTCTTCT 3458
GTCGAAAGLTCC 93

Tyiticwnl ATGCRRATTTTTOTGRAAGRCCC T C AL CARAGRLCCATCACCCTGG, TIGAGTCCTCT 60
Gladiolus ATGCARRTTTTCGTCARGACCCTTAC TGGAGAGCTCC 1897
zr2xk w2 w2z e aveww wx x¢ e2laxGerCaeCorenselee =2 me )
partidor direclo e=p ubiquitina
Zea roays TCOCCOLCRAAGCRGCTUOAGGATOGLCOCACCUTAOCOGAT TACAACAT AGAAC 1 3098
Avabidopsis TTGCAGGAMAGC AGCTCGALGATOGTCOGACTC TIGU AGATTACAACATCC ARAAGGAG P 421
Teiticwed TIGCTGCCAAGCAGCTHRAGGATGGCCOTACCCTORCCGACTACRACATCCAGAAGGAGT, 683
Oryza TTGCTOGGCAAGCACCTOOAGGATGOC AGCGACCCTIGC TOACTACAACKTCCAGRAAGGAGT] 3592
Glycine TCGCCHGGARGCAGCTCGAGGATGGARGGRCCCTOGCTOACTRCRAACATCCAGAAGGAAT] 225
Triticuml TCGCTOGTAAGCAGC TTGAGGATGGCCGCACCOT GGACTATRACATCCAGRAGGAGT] 183
Gladiolus TTGUTOGAAAGCRGCTTGASGATGOCCOCACTOTIRCCOACTACARCATCCACAAGGAGT] 2030
® BE TE RFAREREE WR sreex 2 x2x e w2 srbzrlesseweseGesane(T
C) = partidor reverso

Figura 2.- Alineamiento de las secuencias de cDNA de los genes de estrés térmico,
mostrando la ubicacién de los partidores disefiados. En A) hsp70, B) hsp100 y C)
ubiquitina. Se destaca en recuadro las regiones de mayor similitud nucleotidica
seleccionadas para disefiar los partidores. Los nimeros indican la longitud de las secuencias.

Las secuencias de los partidores disefiados para amplificar hsp70, hsp100 y

ubiquitina se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Secuencia de los partidores utilizados en este Seminario de Titulo. Se
muestran los partidores utilizados para sintetizar cDNA desde el mRNA total, para la
reaccion de secuenciacion, y para amplificar los genes de estrés térmico y el rRNA 188S.

Nombre . Fragmento T°ann
Secuencia

Partidor amplif. (pb) (°C) *

oligoAP B-TITTITTITTITTITTIT TTA GCT TCG-3 - 42

pUC/M13F  5-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC -3 - -
pUCM13R  5-AGC GGA TAA CAATTT CAC ACAGGA -3 - -

hsp70F 5-GGT TTG AGG AGC TCAACATGG A -3

hsp70R 5-GTGATGGTGATCTIGTTCTIC TG -3 e s
hsp100F 5- CTC AAG GAG AAG TAC GAG GG -3 s 525
hsp100R 5-CCARCG GCT CAC CACCTC -3 (R=AG)

ubigF 5-GGC AAGACCATCACCCTGGA -3

ubigR 5-ACT CCTTCT GGATGT TGTAGT C -3 165 i
18SF 5-TTGATTACGTCC CTGCCCTTT-3

18SR 5-ACA ATC ATC CTT CCG CAG GT-3 Less P
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La sintesis de los partidores fue encargada a AlphaDNA®, Canada.

Como este trabajo se centré en evaluar la acumulacién del mRNA de hsp70, los
posteriores analisis se desarrollaron sélo para este gen.

Con los partidores de hsp70 se realizaron reacciones de PCR utilizando como
molde el cDNA y el DNA de Aloe vera, como se indicd en los Materiales y Métodos. La

Figura 3 muestra los resultados obtenidos en las amplificaciones.

DNA C()

Figura 3.- Anélisis de electroforesis muestra que los partidores diseiiados para hsp70
amplifican la banda esperada desde el cDNA y DNA de Aloe vera. Flechas rojas indican
las bandas de 609 de los fragmentos amplificados por PCR, con cDNA y DNA. pb: tamaiio
en pares de pases; st PM: estandar de peso molecular; RT+: cDNA; RT-: control negativo de
transcripcion reversa; DNA: DNA genémico de Aloe vera, y C(-): control negativo del PCR.

Este resultado muestra que los partidores disefiados para hsp70 son efectivos ya
que tanto a partir del DNA genémico como del cDNA de Aloe vera es posible observar
la amplificacién de un fragmento del tamario esperado. Para confirmar la identidad del

fragmento, éste se cloné y secuenci6.
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3.2. Clonacién del fragmento de cDNA de hsp70 en E. coli.

3.2.1. Obtencion de las colonias portadoras del vector recombinante.

Se transformaron las células competentes de la cepa DH5a de Escherichia coli
con el fragmento de ¢ DNA de 609 pb ligado a un vector, como se indicé en Materiales
y Métodos. La Figura 4 muestra el andlisis de las colonias transformadas, en la cual
puede verse que la colonia 3 posee una banda de mayor tamaiio, con respecto a la
banda de la colonia transformada con el vector sin inserto, col(-), pues presenta una

menor migracién en el gel. Esto sugiere que el vector incorporado es portador de un

fragmento heterélogo.

pb stPM col1 col2 «col3 col{) vectorsii

5000 —

3000 -
2000 —

1000 —

Figura 4.- Electroforesis de los acidos nucleicos de las colonias transformadas con
el vector ligado al fragmento de 609 pb. La colonia numero 3 presenta el vector con
inserto, pues la banda correspondiente al vector es de mayor tamafio que en las otras
colonias. Flechas roja y azul sefialan al vector con inserto en conformacion normal y
superenrollada, respectivamente. pb: tamafio en pares de bases; st PM: estandar de peso
molecular; col1-3: colonias 1 a la 3 analizadas; col(-): colonia portadora del vector sin
inserto; vector s/i: vector sin inserto.

A partir de la colonia 3, se realiz6 una extraccién del DNA plasmidial para

realizar una digestién enzimética, con el fin de corroborar el tamafio del fragmento
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ligado al vector. Para esto, se utilizd la enzima EcoRI que tiene sitios de corte que
flanquean el inserto. El sitio de corte se muestra en el mapa del vector pGEMP-T Easy
en la Figura 1. El resultado de esta digestion se muestra en la Figura 5. A partir del

DNA plasmidial de esta colonia se secuencié el fragmento de interés.

DNA DNA
pb  stPM dig no dig

S

3000—’ H\W o

2000—

1 000 el SR
750 —

500 — e

250 —

Figura 5.- Digestién enzimatica del DNA plasmidial permite corroborar el tamafio del
fragmento clonado. EI DNA plasmidial se digiri6 con EcoRl y el resultado fue analizado
por electroforesis. La flecha roja sefiala el fragmento de ~609 pb. pb: tamafio en pares de
pases; st PM: estandar de peso molecular; DNA dig: DNA plasmidial digerido, DNA no dig:
DNA plasmidial no digerido.

3.2.2. Secuencia del fragmento es homéloga a la secuencia de hsp70 de

otras especies.

Para confirmar que el inserto corresponde al cDNA de hsp70 se secuenciaron
ambas hebras del DNA plasmidial. Para esto, se utilizaron los partidores M13F y
M13R, que amplifican desde regiones del vector que flanquean el fragmento
heterélogo, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 2. La secuencia del cDNA del
fragmento se muestra en la Figura 6. Ademas, se realizé una traduccion in silico de la

secuencia de cDNA, para analizar la secuencia aminoacidica de la proteina HSP70.
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Esto se realiz6 con una herramienta bioinformatica de Expasy (Gasteiger y col., 2003),

con el inico marco de lectura encontrado. La secuencia se muestra en la Figura 7.

57/ - GETTTGAGGAGCTCAACATGGATCTCTTCAGGAAGTGCATGGAACCGGTTGAGAAGTGTTT
GAGCGATGCCAAGATGGACAAGAGCAGTGTTCACGATGTCGTGCTTGTCGGTGGGTCCACC
AGAATTCCCAAGGTGCAGCAGCTGCTGCAGGACTTCTTCAACGGGAAGGAGCTCTGCAAGA
GCATCAACCCGGATCGAGGCTGTTGCCTATGGTGCTGCTGTGCAGGCTGCTATCTTGAGTGG
TGAGGGCAATGAGAAGGTGCAGGATCTTCTCTTGTTGCGATGTTACCCCTCTGTCTCTTGGT
CTTGAGACTGCTCGGAGGTGTGACGACTGTCTTCGATCCCGAGGAACACAACTATCCCAACGA
AGAAGGAGCAGGTGTTCTCCACATACTCGGACAACCAGCCAGGTGTCTTGATCCAGGTGTA
CGAGGGTGAGAGGACAAGGACCAAAGACAACAACTTGCTTGGCAAGTTTGAGCTCTCTGGC
ATCCCACCTGCACCTAGGCGAGTTCCTCAGATTACTGTGTGTTTTGACATTGATGCCAATG
GTATCTTGAATGTCTCTGCTGAGGACAAGACGATGGTCAGAAGAACAAGATCACCATCAC- 3/

Figura 6.- Secuencia del fragmento clonado de hsp70, obtenido por PCR con los
partidores hsp70F y hsp70R. Se muestra la secuencia del fragmento, de 609 pb, delimitada
por las secuencias de estos partidores (subrayada).

NH2-FEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSSVHDVVLVGGSTRIPKVOOLLQDFFNGKELCKS
INPDEAVAYGAAVQAAILSGEGNEKVQDLLLLDVTPLSLGLETAGGVTTVLIPRNTTIPTK
KEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTKDNNLLGKFELSGIPPAPRGVPQITVCFDIDANG
ILNVSAEDKTTGQKNKITI —COOH

Figura 7.- Secuencia aminoacidica del fragmento de HSP70 en estudio. Se obtuvo una

secuencia de 202 aminoacidos.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos fueron analizadas en busca de
similitud con otras especies vegetales. Para esto se realizd un alineamiento de
secuencias contra la base de datos del NCBI mediante BLAST (Atschul y col. 1990,
Atschul y col., 1997), con lo cual se obtuvo una alta similitud con otras secuencias de
hsp70 en plantas, la cual fue mayor en el caso de secuencia de proteinas. Un resumen

con los resultados mas relevantes de este analisis se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Analisis de BLAST con la secuencia nucleotidica y aminoacidica de hsp70.
Se muestra que la secuencia de Aloe vera comparte gran identidad (Id) con distintas
especies vegetales. Secuencia nucleotidica (nt), con e-value igual a 0, y secuencia
aminoacidica (aa), con e-value menor a 3¢, (*) Secuencias consideradas en el disefio de

los partidores.() plantas monocotiledéneas.

Secuencia ; % | Secuencia . %

(nt) Especie Id (ad) Especie Id
Ageratina

EU714122.1 Camellia sinensis (té) 87 | ACM42161.1 adenophora (hierba 99
negra)

X54030.1 Lycopersicon 86 | CAA273301  Zeamays™ 99

esculentum (tomate)

X67711.2* Oryza sativa (arroz)” 86 | AF500336.4 ~ Saussureamedusa  gq
(lotus chino)

Sandersonia

AY914601.1*  Zea mays (maiz)™ 85 | AF479058 1 aurantiaca 98

(sandersonia)™
. Arabidopsis thaliana . m
AY059885.1 : ; 82 | CAA47948.2 Oryza sativa 98
(arabidopsis)

AY054183.1*  Arabidopsis thaliana 82 | CAB721304  Cucumis sativus 98
(pepino)

AY054190.1*  Arabidopsis thaliana 82 | AAB97316.1 Spinacia oleracea 08
(espinaca)

AF005993.1* Triticum aestivum

Coom 82 | NP_187864.1 Arabidopsis thaliana 98
(trigo) -

La secuencia nucleotidica de Aloe vera fue comparada con las secuencias
utilizadas en el disefio de los partidores, mediante ClustalW, en donde se observan las
regiones con mayor similitud. Este alineamiento puede verse en el Anexo 1.

Para identificar la regién de la proteina en estudio, se realizé un alineamiento
multiple con ClustalW considerando las secuencias aminoacidicas de la Tabla 3. Este
analisis permitié comprobar que la secuencia comprende los aminoacidos 308 a 509 de
la secuencia completa de 650, aproximadamente. Ademas, se analizé la secuencia con
la herramienta InterProScan (Quevillon y col.,, 2005), para identificar motivos
conservados, atribuidos a patrones especificos en la secuencia. Un esquema de la
proteina HSP70 donde se destaca lo encontrado en estos analisis se muestra en la

Figura 8.
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dom. union a ATP dom. unién a dom. union

sustrato a co-chaperonas
o AL A
1, 418 58 650
(aa)
308 338-358 509
Secuencia
de Aloe vera - . ~
335-352 367-388 394-414 475-492

Patrones de motivos conservados

[ ] Proo3ot
D PS01036

Figura 8. Esquema de la proteina HSP70, donde se destaca la region que fue
analizada en blsqueda de dominios conservados en Aloe vera. Este esquema se
obtuvo a partir del analisis de las secuencias de la Tabla 3 y la secuencia traducida de Aloe
vera, mediante ClustalW e InterProScan. En celeste: dominio de union a ATP; en rojo:
dominio de unién a sustrato, y en verde: dominio de unién a co-chaperonas. Se muestran
los motivos identificados en la secuencia de Aloe vera, en amarillo: patrones PR00301
(base de datos PRINTS), en naranjo: patrén PS01036 (base de datos Prosite)

En el Anexo 2 se muestra el alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica

de Aloe vera con las otras especies vegetales, en donde se muestra claramente una

alta identidad.
Estos andlisis permiten corroborar la efectividad de los partidores disefiados

para hsp70 ya que amplifican un fragmento de cDNA del tamafio esperado, las

secuencias nucleotidica y aminoacidica poseen alta similitud con la secuencia del gen

y la proteina HSP70 de otras especies vegetales, y ademas, la secuencia aminoacidica

traducida posee motivos conservados asociados a la proteina HSP70.

3.3. Acumulacién de mRNA en condiciones de estrés.

Se estudié la acumulacion del mRNA de hsp70 a distintas temperaturas y

condiciones de riego mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Para ello, se compar6 la
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expresién del gen hsp70 con la del gen del RNA ribosémico 18S, el cual fue utilizado
como control interno (Goidin y col., 2001, Stiirzenbaum y Kille, 2001), debido a su
expresion invariable en estas condiciones de estrés. Para que las mediciones fueran
cuantitativas y para que con ellas fuera posible observar diferencia en los tratamientos,
se determiné el numero de ciclos 6ptimo para cada par de partidores. Esto se realiz6
considerando el nimero de ciclos minimo necesario para observar una banda discreta
en el gel, y a la vez, que no corresponda a una fase saturada de la amplificacion, es
decir, se considerd un ciclo en la etapa exponencial. Esto se realizé para cada par de

partidores. El resultado de esta estandarizacion se muestra en la Figura 9.

N° de ciclos 188
pb stPM 186 18 20 22 24 26

N° de ciclos hsp70
pb st PM 32 34 36 38

700+
500+

300+
B)

Figura 9.- Estandarizacién del nimero de ciclos de amplificacién para cada par de
partidores. A) para los partidores de 18S el nimero de ciclos 6ptimo es 24. B) para los
partidores de hsp70 el nimero de ciclos 6ptimo es 36. Flecha roja sefiala ciclo 6ptimo de
amplificacién. pb: tamario en pares de bases, st PM: estandar de peso molecular.
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Para el caso de 18S, fue particularmente importante esta determinacion, pues
presenta una gran estabilidad, por lo cual se encuentra mucho mas representado en el
RNA total. Por otro lado, se igualaron las cantidades de RNA utilizadas en cada
tratamiento, con el fin de obtener resultados comparativos y confiables. Por esto, para
realizar el tratamiento con DNasas se utilizaron 90 ng de RNA de las muestras tanto
para estrés hidrico como térmico. La cantidad de RNA utilizado dependi6 del extracto
de RNA mas diluido, y se corroboré la integridad de cada uno mediante electroforesis

en geles de agarosa.

3.3.1. Cuantificacién del mRNA de hsp70 en plantas bajo estrés térmico.

Se analizaron 6 mediciones de RT-PCR (3 réplicas biolégicas x 2 réplicas
técnicas), a partir de muestras sometidas a estrés térmico. La Figura 10 muestra un

resultado representativo.

hsp70 188
pb  stPM 25° 38° an? 45° 25° 35¢° 40° 45°

700 —
500 —»

300—

Figura 10.- Aumento en la expresién de hsp70 correlacionada con un aumento en la
temperatura. Electroforesis en gel de agarosa del RT-PCR realizado a partir de hojas de
Aloe vera sometidas a estrés de temperatura. Puede observarse un aumento gradual de la
intensidad de las bandas de hsp70, alcanzando un maximo a 40°C.

Se realizé una normalizacién de los resultados, en primer lugar, con respecto a

los niveles de 18S, que fueron practicamente invariables en todas las condiciones,
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obteniendo una razén hsp70/18S para cada tratamiento, y luego, una segunda
normalizacién para saber cuanto aumenta la expresién con respecto a la condicion
control a 25°C: se asume, por tanto, que la expresion de hsp70/18S a 25°C es 100%.
Se utilizé el programa computacional GraphPad Prism v5.00 (Motulsky, H., 2007) para
realizar un anélisis de los datos, mediante un andlisis de varianza o ANOVA, de una
via, y luego un test a posteriori de Tukey (Tukey, 1951). El promedio de los valores de
expresion de cada réplica, junto con el error estandar se muestra en la Figura 11, y el

andlisis estadistico en la Tabla 4.

= (]
%] =
= =
| T . |

IR RE

100

=h
=

Expresiéon hsp70i185 (%)

40
Temperatura (°C)

Figura 11.- Incremento relativo en la expresién del gen hsp70 con respecto al control
interno 18S, en hojas de Aloe vera sometidas a estrés de temperatura. Se observa que
a mayor temperatura, mayor es la razén hsp70/18S, especiaimente a 40° y 45°C, donde
existe un incremento con respecto a 25°, de 48% y 46% respectivamente. Las lineas sobre
las barras representan el error estandar (Test de Student). Las barras con distinta letra son
estadisticamente diferentes (Test de Tukey).
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Tabla 4.- ANOVA y Test de Tukey para mediciones de cuantificacion de mRNA de
hsp70 con respecto a 18S en hojas de Aloe vera sometidas a estrés de temperatura.

En negrita se destacan los tratamientos que presentaron diferencias significativas en la
expresion del gen.

Andlisis de Varianza de una via

Valor P P<0.0001
Resumen Valor P i
Son los promedios
significativamente distintos? Si
(P < 0.05)
NuUmero de grupos 4
F 14,15
R cuadrado 0,6798

m Grados Cuadrad
Tabla ANOVA Cuad?;doi libr:rq[ad uamedig
Tratamiento (entre columnas) 12270 3 4091
Residual (dentro de columnas) 5781 20 2891
Total 18050 23
L%‘jfig,i et acion Dif prom. q SOMMicatvo?  Resumen  95% IC de di.
25vs 35 -3,871 0,5576 No No signif. -31.34 a 23.60
25 vs 40 -47,72 6,876 Si *** _75.20 a-20.25
25 vs 45 -46,41 6,687 Si *** .73.88 a-18.94
35vs 40 -43,85 6,318 Si ** .71.33a-16.38
35vs 45 -42,54 6,129 Si ** _70.01 a -15.07
40 vs 45 1,312  0,1890 No No signif. -26.16 a 28.78

El ANOVA permiti6 determinar que existen diferencias significativas entre los
tratamientos de temperatura. El Test de Tukey muestra cudles son los tratamientos que
arrojaron diferencias significativas en la expresion, representado con letras distintas en
el grafico. Vemos que 25° y 35° no difieren significativamente, como tampoco 40° y
45°C. Si se observan diferencias significativas entre 25° y 35° contra los 40° y 45°,
pues estos Ultimos muestran un aumento en la expresion de un 48 y 46%,
respectivamente, en relacion a la expresion a 25°C. Esto puede significar que la planta
comenzaria a percibir las altas temperaturas como un estrés a partir de los 40°C, lo

cual induciria la expresién de los genes que codifican para proteinas protectoras, como
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las chaperonas HSP. La transcripcién de este gen se mantendria constante a 45°C,
quizés, porque constituyen niveles de estrés similares. Del mismo modo, 25° y 35°
poseen similares niveles de expresién, porque probablemente un aumento desde 25°
a 35° no significa un estrés para una planta suculenta originaria de regiones desérticas,
como es Aloe vera, por lo cual los niveles basales serian suficientes para paliar este

aumento de temperatura.

3.3.2. Cuantificacion del mRNA de hsp70 en plantas bajo estrés hidrico.

En este andlisis se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion del
mRNA en plantas sometidas a estrés hidrico. Se realizaron 3 réplicas técnicas, a partir

de una muestra biolégica. La Figura 12 muestra un resultado representativo de las

mediciones.
hsp70 188
pb  stPM T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 Td
700 — . -
500 — " | W—— ’

300 —

Figura 12.- Aumento en la expresion de hsp70 correlacionada con una menor
disponibilidad de agua. Electroforesis en gel de agarosa del RT-PCR realizado a partir de
hojas de Aloe vera sometidas a estrés hidrico. Puede observarse un aumento de la
intensidad de las bandas de hsp70, a menor disponibilidad de agua. T1: 1600 mL; T2: 1200
mL; T3: 800, y T4: 400 mL de agua cada 15 dias.
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Para el andlisis de datos se consideré la expresion de hsp70 con respecto a
18S, tomando en cuenta el tratamiento T1 como el control. Se realizd un analisis
estadistico de los datos, similar al caso de estrés térmico, en donde se puede observar
una correlacién entre la baja disponibilidad de agua y la acumulacién de mRNAs de
hsp70. Esta tendencia se demuestra en la Figura 13

400+

) b

25}
[—]
=

|
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Expresién hsp70i185 (Ma)
Tagl
=
=

T3
Tratamiento de riego

Figura 13.- Incremento relativo en la expresion del gen hsp70 con respecto al control
interno 18S, en hojas de Aloe vera sometidas a estrés hidrico. Se observa que
mientras el estrés hidrico es mas severo, mayor es la razén hsp70/18S, observando un
aumento en los transcritos de 159% y 152% en T3 y T4, respectivamente. Analisis
realizado considerando el tratamiento T1 como el control. T1: 1600 mL; T2: 1200 mL; T3:
800 mL, y T4: 400 mL, cada 15 dias. Las lineas sobre las barras representan el error
estandar (Test de Student). Test de Tukey: las barras con distinta letra son
estadisticamente diferentes.
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3.3.3. Caracteristicas fenotipicas de plantas de Aloe vera bajo estrés.

No se observé el efecto del estrés de temperatura sobre el aspecto fisico de las
plantas de Aloe vera, debido a que éstas crecian en condiciones normales en el
laboratorio, hasta que se les aplico el shock de temperatura.

Con respecto al estrés hidrico, se puede observar una gran diferencia entre las
plantas crecidas bajo un régimen favorable, T1y las que experimentaron un notorio
déficit de agua, T4, como se muestra en la Figura 14. Estas Ultimas poseen hojas muy
delgadas y con una coloracién rojiza, especialmente en la punta, a diferencia de las
plantas control, las cuales muestran la coloracion verde caracteristica, hojas de mayor
turgor y mayor contenido de gel. La intensidad del estrés hidrico se relaciona
directamente con los efectos que provocé en las plantas, ya que las plantas de los

tratamientos T2 y T3 presentan fenotipos intermedios de T1'y T4 (no mostrado)

Figura 14. Fotografia de plantas de Aloe vera cultivadas en el Centro Experimental de
las Cardas, sometidas a estrés hidrico. A: planta con régimen T1 (1600 mL/15dias), B:
plantas con régimen T4 (400 mL/15dias). Las plantas sometidas a estrés hidrico (T4)
presentan hojas delgadas y de tonalidad rojiza, a diferencia de las plantas mas irrigadas

(T4), que tienen hojas de coloracion verde y de gran turgor.
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3.4. Amplificacién de otros genes de estrés térmico: hsp100 y

ubiquitina.

En forma paralela se estandarizé la técnica de RT-PCR para los partidores
disefiados de hsp100 y ubiquitina, del mismo modo indicado para hsp70. Para evaluar
la expresion de estos genes, se sintetizé el cDNA utilizando como partidor hsp100R y
ubigR, respectivamente. La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando los partidores
hsp100F y hsp100R, para hsp100, y los partidores ubigF y ubigR, para ubiquitina, cuya
secuencia se muestra en la Tabla 2. El resultado de la amplificacién por RT-PCR con
estos partidores se muestra en la Figura 15. Con estos partidores sera posible estudiar
la expresién de estos genes mediante RT-PCR, al igual que hsp70, pero se debe

eliminar la amplificacién de la banda secundaria para hsp100 y ubiquitina.

st
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Figura 15.- Partidores disefiados para hsp100 y ubiquitina amplifican banda del
tamaiio esperado en cDNA de Aloe vera. Sefialadas con flecha roja, podemos ver
las bandas del tamafio esperado para hsp70 de 609 pb, para hsp100 de ~570 pb, y
para ubiquitina la banda de ~193 pb.
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4. DISCUSION Y PROYECCIONES

La tolerancia al estrés abidtico se presenta como el nuevo desafio en las
investigaciones de mejoramiento en plantas, debido al fenémeno del cambio climatico,
que ha puesto en peligro a muchas especies vegetales. En este escenario, las altas
temperaturas y el déficit hidrico son los factores abidticos mas importantes
involucrados en las pérdidas en el cultivo de especies que no toleran estas adversas
condiciones (Hall, 2001). Para contrarrestar sus efectos, las plantas expresan la
respuesta “Estrés Térmico”, la cual consta de proteinas chaperonas que protegen a las
proteinas del estrés. Sin embargo, no todas las plantas despliegan este mecanismo de
proteccién de la misma manera, lo cual marca la diferencia entre las plantas tolerantes

y las susceptibles al estrés abiético.

En este Seminario de Titulo, se estudi6 la Respuesta “Estrés Térmico” con

respecto a la expresion del gen hsp70, en plantas de Aloe barbadensis Miller

sometidas a altas temperaturas y a estrés hidrico. Como metodologia de estudio, se
utilizé la técnica de RT-PCR, la cual presenta muchas ventajas para la cuantificacion
de la expresion génica que otras metodologias como Northern blot. Entre ellas,
podemos mencionar que la técnica de RT-PCR no requiere grandes cantidades de
RNA, lo cual permite detectar pequefias diferencias en la concentraciéon. Es una

técnica mas especifica, requiere menos tiempo y es menos costosa (Dean y col, 2002).

Un factor a considerar en la cuantificacion mediante RT-PCR, es que este
analisis debe realizarse en la fase exponencial de amplificacion, donde existe una
relacion lineal entre la cantidad de cDNA molde y el producto final, antes de que la
amplificacién alcance la fase de saturacion (Dean y col., 2002). Esto es particularmente

importante para el caso del control interno rRNA 18S, el cual es muy abundante; por
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esta razéon fue necesario estandarizar el numero de ciclos de amplificacion,
seleccionando el numero de ciclos minimo para observar diferencias en los distintos
tratamientos, y asi obtener un producto de PCR de la fase exponencial. Con esta
correccion se determind que el nimero de ciclos 6ptimo para 18S es de 24, mientras

que para el gen en estudio, hsp70, es de 36 ciclos.

Con respecto al control interno, se estudiaron distintos genes de expresion
invariable en las condiciones estudiadas, como rubisco, tubulina, actina y 18S (datos
no mostrados), pero se lograron mejores resultados con 18S, pues se obtuvo un
producto de PCR en mayor cantidad y de mejor calidad (banda discreta en el gel). Esto
puede deberse a que la secuencia del gen 18S es mas conservada, por eso funciona
mejor en Aloe vera, de la cual no se cuenta con partidores especificos. Ademas, no se
observaron cambios en la expresion de 18S en plantas sometidas a estrés térmico e
hidrico. Debido a que 18S no altera su expresion en éstas y otras condiciones

estresantes, es ampliamente utilizado como control interno (Goidin y col., 2001,

Stlirzenbaum y Kille, 2001).

Se estudié el gen de HSP70 porque codifica para la principal proteina inducida
por estrés, encargada de evitar la desnaturalizacion y la agregacién de proteinas en
estas condiciones. Por lo tanto, al aplicar distintos niveles de estrés a las plantas, se
esperaria observar una correlacién con los niveles de transcritos del o los genes de

esta familia.

Con respecto a los partidores disefiados para hsp70, éstos amplificaron por
PCR un fragmento del tamafo esperado, 609 pb. Cabe sefialar que es probable que
exista mas de un gen hsp70 en Aloe vera, pues se sabe que es una familia génica que,

al menos en Arabidopsis, cuenta con 18 miembros, que pueden ser de expresion
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constitutiva o inducible (Fietto y col, 2007) y por ende se puede estar amplificando mas
de un gen con estos partidores. Sin embargo, esto no afecta el propésito de este
trabajo, al contrario, enriquece los resultados ya que se estaria considerando la
totalidad de los genes lo cual permite obtener una vision mas completa de su

expresion.

La secuenciacién del fragmento amplificado y su traduccion in silico desde la
secuencia nucleotidica a la aminoacidica, permiti6 analizar su similitud con otras
secuencias mediante BLAST, lo cual mostrd altos porcentajes de identidad con
secuencias del gen y la proteina HSP70 en otras plantas cercanas filogenéticamente al
Aloe vera. Estos analisis nos permiten asegurar que el fragmento amplificado
corresponde al gen hsp70 de Aloe vera, lo cual queda confirmado ademas, con la
identificacién de patrones conservados de HSP70 en la secuencia aminoacidica.
Ademas, la alta identidad con plantas monocotiledéneas concuerda con la clasificacion
taxondmica del Aloe vera. Este trabajo corresponde al primer reporte de la presencia
del o los genes hsp70 en Aloe vera. Con estos resultados podemos decir que los

objetivos especificos 1y 2 fueron cumplidos satisfactoriamente.

Gracias a la efectividad de los partidores disefiados para hsp70, fue posible
realizar ensayos de RT-PCR y cuantificar la expresion de éste con respecto a un gen
de housekeeping y de expresién invariable en las condiciones estudiadas, como el del
rRNA 18S. Se analizd la razén de la expresion de estos genes, hsp70/18S, para
normalizar la expresion de hsp70 con respecto a una expresion control, y ademas se
considerd como un control de carga del RNA utilizado, pues es probable que el RNA no
estuviera totalmente integro y produjera una disminucion del cDNA del gen que no
tendria relacion con el efecto del estrés estudiado. Ademas, se realiz6 una

normalizacion de los niveles de expresion de estos genes, con respecto a la condicion
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control que se fij6 a 25°C, para analizar el aumento en la expresién, mas que una

expresioén absoluta.

La abundancia relativa de los transcritos de hsp70 frente a los del RNA
ribosdbmico 18S, mostré un aumento con la temperatura, lo que se hizo notorio a los
40° y 45°C, donde se registré un aumento del 47%, aproximadamente, con respecto a
la condicidn control 25°C. Los datos de cada tratamiento fueron analizados mediante
un andlisis de varianza ANOVA, con lo cual se determind que si existen diferencias
significativas entre los tratamientos, y luego, la aplicacion del Test de Tukey permitié
identificar entre qué par de tratamientos se encontraba la diferencia. De esta manera,
con los datos obtenidos experimentaimente, se puede afirmar que las condiciones 25°
y 35°C no presentan diferencias significativas, por lo cual se podria decir que este
cambio en la temperatura puede ser sobrellevado con los niveles basales de la
proteina, y la planta no necesitaria sobreexpresarla. Del mismo modo, los tratamientos
a 40° y 45°C tampoco presentan diferencias entre ellos, pero si con el tratamiento
control 25°. Esto indicaria que 40° y 45°C son temperaturas estresantes para la planta,
puesto que inducen una expresion mayor del gen, con respecto a la condicion control,
y el que la expresidn no sea significativamente distinta entre ellas, puede deberse a
que, para Aloe vera representan un nivel de estrés similar. Esto se deduce de que en
ambas condiciones hubo un aumento en la relacién hsp70/18S cercano al 47%.
Considerando lo anterior, se puede decir que este incremento se correlaciona con €l rol
de HSP70 descrito en la literatura, consistente en la proteccion de la degradacion de
proteinas frente al estrés térmico. Para condiciones menos estresantes, 25° y 35°C, se
podria decir que sus niveles basales de proteina serian suficientes para sobrellevar
estas temperaturas y no significarian un estrés, pues la planta ya estaria protegida.

Estos resultados se condicen con experimentos realizados en tabaco y Arabidopsis, en

48



los cuales se ha demostrado que aumentan los transcritos de hsp70 a altas
temperaturas (Rizhsky y col., 2002, Rizhsky y col., 2004). Ademas, se ha visto en
Prosopis chilensis (tamarugo), que la proteina HSP70 aumenta sus niveles en plantas
sometidas a estrés térmico (Ortiz y Cardemil, 2001), alcanzando un maximo a 40°C,
por lo que los resultados obtenidos en Aloe vera estan en concordancia con esto, pero
a nivel de mRNA. Ademas, se ha observado un aumento en los transcritos de hsp70

con la temperatura, utilizando técnicas de hibridizacion en Arabidopsis thaliana (Wu y

col., 1988).

Bajo condiciones de campo, el estrés a altas temperaturas es frecuentemente
asociado a una reducida disponibilidad de agua (Simoes-Araujo y col., 2003). Por esta
razén, se estudidé también, la acumulacién de los transcritos de hsp70 en plantas de
Aloe vera sometidas a estrés hidrico. A partir de los datos obtenidos, se puede decir
gue existe un aumento en los niveles del transcrito, el cual se correlaciona con la
disminucion del recurso hidrico proporcionado. Esto se puede apreciar en la Figura 13.
Para el estrés hidrico, se observé un incremento mayor de la expresién, ya que para
los tratamientos mas restrictivos, T3 y T4, se observé un gran aumento en los niveles
de transcrito, acumulando mas del doble que en la condicion control, T1. Se puede
decir que las condiciones de riego mas estrictas, T3 y T4 si constituyen condiciones
estresantes para Aloe vera, por lo cual ésta aumentaria la expresién del gen hsp70,
pues la proteina que codifica seria necesaria para proteger a las proteinas de la
desnaturalizacion. Por su parte, el tratamiento T2 no seria estresante pues no es
significativamente distinto del tratamiento control, por lo que se esperaria que los
niveles basales de la proteina serian suficientes para que Aloe vera pueda sobrellevar

esa condicién. La acumulacién del mRNA de hsp70 debido a una baja disponibilidad de
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agua, ya se ha reportado en tabaco (Rizhsky y col., 2002), maiz (Heikkila y col., 1984)

y Arabidopsis (Rizhsky y col., 2004), entre otros.

En relacion al aspecto mostrado por las plantas sometidas a restricciones de
agua, vemos que sus hojas muestran un notable dafo, ya que estdn mucho mas
delgadas, pues su contenido de gel disminuy6é drasticamente, y presentan una
coloracion rojiza, dada por los pigmentos antocianicos, producto del estrés oxidativo al
que derivé la planta (Figura 14B). Esto no sucede en las plantas regadas con
tratamiento T1, las cuales se mostraron de color verde y con hojas suculentas, de gran
turgor (Figura 14A). Por lo tanto, en base a esta inspeccién visual, el tratamiento T1
representd la mejor condicién de riego, ya que las otras presentaban un dafio que
aumentaba gradualmente hasta T4 (no mostrado). Con estos resultados, se tiene el

tercer objetivo especifico cumplido.

Para estudiar de manera mas completa la respuesta “Estrés Térmico”, se
disefiaron partidores para los genes hsp100 y ubiquitina. El efecto protector de las
proteinas que codifican puede ser atribuido, en parte, a que actian concertadamente,
por eso es interesante conocer de qué manera se expresan frente a condiciones
estresantes. Durante el estrés, muchas enzimas y proteinas experimentan cambios
estructurales y funcionales deletéreos. Por lo tanto, mantener las proteinas en su
conformacién funcional es particularmente importante para la sobrevivencia celular
bajo el estrés (Wang y col., 2004). Para este proceso HSP70 participa previniendo la
desnaturalizacion de proteinas y su agregacion, HSP100 resolubiliza los agregados
proteicos, y Ubiquitina remueve polipéptidos potencialmente dafiinos provenientes del
mal plegamiento, desnaturalizacion o agregacion. De estas proteinas también se ha
reportado incremento en su expresion frente al estrés abibtico: en tabaco se ha

registrado un aumento del mRNA de hsp70 y hsp100 en estrés térmico e hidrico
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(Rizhsky y col., 2002). Ademas, se ha reportado un aumento de HSP100 durante el
estrés térmico en arroz (Singla y Grover, 1994), en Arabidopsis (Schirmer y col., 1994),
en soya (Lee y col, 1994) y maiz (Nieto-Sotelo y col., 1999), desempefiando un
importante rol en la tolerancia al estrés abi6tico. Por esta razén se desea estudiar la
expresion de estas chaperonas, para saber de qué manera interacttian en la proteccion
contra el estrés térmico e hidrico, en Aloe vera. Los partidores disefiados para estos
genes amplifican la banda del tamafio esperado, por lo cual seria factible cuantificar
con ellos la expresiéon de los genes respectivos, una vez que se haya comprobado
mediante secuenciacion la identidad de esos fragmentos y se haya optimizado la
técnica de RT-PCR para cada par de partidores (Figura 15). En hsp100 se observa una
banda cercana a los 200 pb, inespecifica, mientras que en ubiquitina, se observa una
banda de mayor tamafio ya que corresponde a la amplificacion de un transcrito
proveniente de un locus de poliubiquitina, de secuencias repetidas en tandem (Sharp y
Li, 1987). Se puede decir, entonces, que el cuarto objetivo especifico se ha cumplido.

A modo de proyeccion, este trabajo podria ser complementado con estudios a
nivel proteico, identificando la proteina en las mismas condiciones de estrés, para
estudiar la correlacion existente entre la acumulacién del transcrito de hsp70 vy los
niveles de la proteina, lo que permitiria corroborar si efectivamente, el aumento de
transcrito implica un aumento de la proteina que codifica, y ademas, identificar si
existen mecanismos de regulacién post-transcripcional para el gen, tanto para estrés
térmico como hidrico. Por otro lado, continuar con la investigacion de la expresion de
los genes hsp100 y ubiquitina, permitird conocer de qué manera las proteinas que
codifican interactian para brindar proteccién a las proteinas frente el estrés térmico e

hidrico, que son condiciones que suelen presentarse simultdneamente en los campos

de cultivo.
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Esta primera aproximacién al estudio de hsp70 en Aloe barbadensis Miller, da
cuenta de un aumento en la expresién de sus transcritos, como parte de su mecanismo
de respuesta al estrés abiotico, lo cual contribuye a su tolerancia a estas condiciones.
Por lo tanto, estos resultados apoyan la hipotesis planteada.

Esta alta tolerancia frente al estrés hidrico y térmico, hacen del Aloe vera una
planta ideal como modelo de estudio para el mejoramiento de planta sensibles, vy
complementando estos resultados con otros estudios a nivel bioquimico, fisiolégico y
pruebas de campo, sera posible conocer mejor el mecanismo de respuesta del Aloe
vera frente al estrés, y generar herramientas para el mejoramiento de plantas, capaces
de tolerar las condiciones desfavorables producidas por el cambio climatico, problema

que ha afectado a gran parte de los cultivos alrededor del mundo.
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5. CONCLUSIONES

e Se identificd y secuencié un fragmento de 609 pb en Aloe barbadensis Miller. El
analisis de su secuencia nucleotidica y aminoacidica permitié corroborar que el
fragmento corresponde al gen hsp70, lo cual constituye el primer reporte de la
presencia de este gen en Aloe vera.

e El analisis de expresion del gen hsp70 en plantas sometidas a estrés térmico e
hidrico revela que Aloe vera percibe sélo las condiciones mas extremas como
estresantes, frente a las cuales presenta un aumento significativo de los transcritos
del gen, con respecto a 188S.

e De lo anterior se deduce que las condiciones menos estrictas no alteran la expresion
de hsp70, probablemente porque los niveles basales del mRNA y/o de la proteina
serian suficientes para soportar el estrés y prevenir el dafio que éste causa.

e La acumulacién de los transcritos de hsp70 sélo a las mas altas temperaturas y més
estrictos regimenes de riego indica que Aloe vera es una planta muy bien adaptada a

ambientes aridos, y por lo tanto puede ser cultivada en el desierto chileno.

e Su tolerancia al estrés hidrico y térmico permite utilizar al Aloe vera como modelo de

estudio, y utilizar sus genes para el mejoramiento de plantas mas sensibles al estrés

ambiental.
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7. ANEXOS

ANEXO 1. Alineamiento multiple de secuencias del cDNA de hsp70 de las especies
indicadas en la Tabla 3, y la secuencia obtenida para Aloe barbadensis Miller. Se

destacan las regiones correspondientes a los motivos conservados de la proteina.

Z mays TCCACCATCACCCGTGCCAGGTTTGAGGAGCTCAACATGGACCTGTTCAGGAAGTGCATG 133
T aestivum ACTACCATCACACGGGCTCGCTTTGAGGAGCTCAACATGGACCTCTTCCGCAAGTGCATG 957
O_sativa TCAACCATCACCCGTGCCAGGTTTGAGGAGCTCAACATGGATCTCTTCAGGAAGTGTATG 957

A_thalianal ACTACCATCACTCGTGCTAGGTTCGAGGAGCTCAACATGGATTTGTTTAGGAAGTGTATG 960
A thaliana2 ACTACCATCACTCGTGCTAGGTTCGAGGAGCTCAACATGGATTTGTTTAGGAAGTCTATG 960
A thaliana3 ACTACCATCACTCGTGCTAGGTTCGAGGAGCTCAACATGGATTTGTTTAGGAAGTGTATG 960
A vera - @ =S8R SERSd S S o GGTTTGAGGAGCTCAACATGGATCTCTTCAGGAAGTGCATG 41
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*%k %k *k Fhkkkk k% k% * %k k% % kkkkkkkkk * * %%k k% kkkkk*¥

Z_mays 3 i . = 313
T aestivum AACGGCAAGGAGCTGTGCAAGAGCA! : »YA‘ G T 1337
O_sativa AACGGCAAGGAGCTTTGCAAGAACA \C » GT TGGT ' 1137
A_thalianal A T 1140
A thaliana2 ' 1140
A_thaliana3 GCT 1140
A vera 221
Z_mays 373
T aestivum 2 ( z ¢ =~ 1197
O sativa GTCCAGEL ATC GAGGGCAACGAGAAGGTCCAGE 3 1197
A thalianal GTGCAAS ¢ GAAGGGAATGAGAAGGTCCAG 1200
A thaliana2 ' 1200
A thaliana3 1200
A vera 281
Z_mays 433
T_aestivum 1257
O_sativa G 3 ’ 1257
A thalianal GAT TooTe GGTT » - ;ﬁ_TGACTGTTTTGATT 1260
A thaliana2 @a3J 1GC TGACTGTTTTGATT 1260
A_thaliana3 > € 1260
A vera ( 341

%k kk kk kkkkk k% * *** * k% ** kk kk kk ¥k k k%% * k%

59



Z_mays
T_aestivum
O_sativa

A _thalianal
A _thaliana2
A thaliana3
A_vera

Z_mays

T aestivum
O _sativa

A thalianal
A _thaliana2
A thaliana3
A _vera

Z_mays
T_aestivum
O_sativa

A thalianal
A thaliana2
A thaliana3l
A_vera

Z_mays

T aestivum
O_sativa

A thalianal

A_thalianazv;
A thaliana3

A_vera

Z_mays

T aestivum
O_sativa

A _thalianal
A thaliana2
A _thaliana3
A vera

CCGAGGAACACCACCATCCCCACCAAGAAGGAGCAGGTGTTCTCCACCTACTCGGACAAC
CCGAGGAACACCACCATCCCCACCAAGAAGGAGCAGGTCTTCTCCACCTACTCGGACAAC
CCAAGGAACACCACCATTCCCACCAAGAAGGAGCAGGTCTTCTCCACCTACTCTGACAAC
CCGAGGAACACCACAATTCCGACCAAGAAAGAGCAGATATTCTCTACCTATTCAGACAAC
CCGAGGAACACCACAATTCCGACCAAGAAAGAGCAGATATTCTCTACCTATTCAGACAAC
CCGAGGAACACCACAATTCCGACCAAGAAAGAGCAGATATTCTCTACCTATTCAGACAAC
CCGAGGAACACAACTATCCCAACGAAGAAGGAGCAGGTGTTCTCCACATACTCGGACAAC

ok kkkkkkkk kk kk kk kk khkkkk khhkkkkk Kk Khkkkk kK% Kk kk Fhkkkkk

CAGCCTGGTGTGTTGATCCAGGTGTACGAGGGTGAGAGGACCCGGACCCECGACAACAAL
CAGCCGGGCGTCCTGATCCAGGTGTACGAGGGCGAGCGCGCCAGGACCAAGGACAACAAC
CAGCCTGGTGTGCTCATCCAGGTTTATGAGGGTGAGAGGACCAGGACACGTGACAACAAC
CAGCCCGGTGTACTGATCCAGGTCTACGAAGGAGAGAGGGCACGAACAAAGGACAACAAC
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ANEXO 2. Alineamiento muiltiple de secuencias de la proteina HSP70 de las especies
indicadas en la Tabla 3, y la secuencia traducida del gen de Aloe barbadensis Miller.
Se destacan en gris y en recuadro los motivos conservados de la proteina.
(*)aminoacidos idénticos, (:) sustituciébn conservada de aminoacidos, (.) sustitucion
semi-conservada.

Ageratina  STVTRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSSVE

360
Saussurea STITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSS? 140
Sandersonia ------------ MDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSTT 48
Oryza STITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSSf' 359
Cucumis STITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKST! 360
Spinacia TTITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKST: / 360
Arabidopsis TTITRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKSS%BDi} 360
Zea PRSSRARFEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKS ) 286
Aloce @ —--=---- FEELNMDLFRKCMEPVEKCLRDAKMDKS SV IV 53
*********************** ************* ckEk kkkkk
Ageratina 420
Saussurea 200
Sandersonia 108
Oryza 419
Cucumis 420
Spinacia NGKELCKS 420
Arabidopsis NGKELCKS! 420
Zea NGKELCKS 345
Aloe NGKELCKS. ] 113
*kkkktk ************************ *********** ******** * % % %
Ageratina PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPAPRCH . 480
Saussurea PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPAPRG . 260
Sandersonia PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPADPRG 168
Oryza PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPAPRG 479
Cucumis PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPAPRG . 480
Spinacia PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTRDNNLLGKFELSGIPPAPRG ; 480
Arabidopsis PRNTTIPTKKEQIFSTYSDNQPGVLIQVYEGERARTKDNNLLGKFELSGIPPAPRG 480
Zea PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERARTKDNNLLGKFELSGIPPAPRG PQI 405
Aloe PRNTTIPTKKEQVFSTYSDNQPGVLIQVYEGERTRTKDNNLLGKFELSGIPPAPRGV?Q£ 173
kkkkkkkkkkkk o ******************** *% - ***********************
Ageratina 540
Saussurea 320
Sandersonia 228
Oryza 'ANV LNVSAEDKTTGQKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVQGAEKYKSEDEEHKK 539
Cucumis 1VCB§IDAE§I‘ SAEDKTTGQKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVQEAEKYKSEDEEHKK 540
Spinacia SAEDKTTGQKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVQEAEKYKSEDEEHKK 540

Arabidopsis ?VCFEIBANGILNVSAEDKTTGQKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVQEAEKYKAEDEEHKK 540
Zea DVNNILNVSAEDKTTGQKNKITITNDKGRLSKEEIEKMVQEAEKYKAEDEEVKK 465
Aloe DANGILNVSAEDKTTGQKRNKITI -~ = = = = == = == == === m = — e 202
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