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BIOGRAFíA
Nací en Rancagua, Vl Región, en el año en que se votó el

supuesto retorno a la democracia (1989). De padre minero rol B y de
mamá dueña de casa, me esperaban también dos queridas
hermanas, numerosos tíos y tías, primos y primas, abuelos y tíos
abuelos de origen campesino (de por ahí por Los Andes y otros de
Cunaco/Chépica), que luego emigraron a centros mineros como
Taltal, Potrerillos, Copiapó y la misma Rancagua. Algunos se
transformaron en pequeños comerciantes y otros pertenecían a la
suboficialidad de la FACH.

Los lcaritos de La Tercera que me juntaban mis tías, los libros y revistas con
más de alguna nota científica o de ciencia ficción que encontraba mi papá en la feria de
los cachureos, y las vacaciones familiares acampando en med¡o de la naturaleza son
factores que -creo- despertaron en mí el interés por la ciencia.

Mis estudios básicos estuvieron marcados por la educac¡ón subvencionada,
aquella en la que a falta de profesor no dudaban en colocarnos alguna película de
Disney para pasar el rato y cuya lista de útiles escolares incorporaba hasta el papel
"confort". Aquella en el que el Rector del coleg¡o -estando 

en recreG- te llamaba a un

lado, preguntándote por qué no tenías el uniforme oficial del colegio e informándote
que la ¡nsignia estaba con copyright. En esla etapa conocí am¡ grupode am¡gos cuyas
amistades perduran -desde kínder-- hasta hoy, pese a las distancias que nos
separan.

En la media ingresé al lnstituio O'Higgins de Rancagua, en donde tuve a

excelentes profesores: Alicia Cortés (química), Jorge Castillo (biología), lsmael
Valenc¡a (deportes), Raúl Rivera y Katia Rosas (inglés). En esta etapa m¡s compañeros
de curso depósitaron en mí la conf¡anza y fui Tesorero vitalicio de lero a 4to medio,
pese a los camb¡os de Presidentes y Secretar¡os. lnolvidables son las actividades
organizadas y propiciadas por el mismo lnstituto, como compartir una conversación, té
y pan en el Hogar de Cristo o vivir la vida del campo en el secano costero 

-aunque
fuese por una semana- en la llamada "experiencia rural". En definiiiva, oportunidades
de acompañar o ayudar al otro de manera sincera, sin esperar algo a cambio. La

revolución pingü¡na la vivÍ en el colegio, en un ameno ambiente de conversac¡ón entre
alumnos y profesores, incluyendo la expos¡c¡ón de antecedentes para entender el

origen de la crisls educacional.
Obligado a ¡rme de Rancagua por la carencia de Ues, con un buen puntaje en

mano, descartando el plan común de lngen¡ería por la falta de biología, y confiando en
que la Universidad de Chile const¡tuía el espacio en donde realizar mi formación
profes¡onal --con una as¡stenc¡a previa al curso Biotecnología de Ia Escuela de Verano
FCFM- ¡ngresé a la Facultad de Ciencias.

Asimilación de conocim¡ento, inolvidables tardes de estud¡o con nuevas
am¡stades, gratos momentos en la piscina y pista atlética con el quipo de la "oficina" de
deportes de la facultad, así también con los integrantes de los Laborator¡os de
Bioquímica y Biología Oral (Odontología, UCH), Laboratorio de Microbiología Básica y
Aplicada (USACH) y Laboratorio de Biología Molecular Vegetal (Ciencias, UCH), son
los recuerdos que me quedan de esia etapa de formación profes¡onal.
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RESUMEN

En Arabidopsis thaliana, mediante anális¡s de coexpresión, se ¡dent¡ficó un nuevo

producto génico posiblemente involucrado en estrés iónico, al cual hemos denominado

|TRGT (/on Transpoñ Related Gene 4. Sin embargo, ITRGT no posee función o rol

biológico reportado. Mediante análisis bioinformáticos de la secuencia aminoacídica de

ITRGT se han identificado aspectos estructurales, como la presencia de l0 dominios

transmembrana, un péptido señal y dos dominios que asocian a ITRGT a la familia de

exportadores multidrogas y metabolitos en plantas. Ut¡lizando planias de Arabidops¡s

tipo silvestre se encontró que los niveles de transcrito de /IRG7 disminuyen cuando las

plantas son crecidas en medios enriquecidos en cadmio, cobre o cloruro de sodio. Con

estos antecedentes, se planteó abordar el esiudio en el contexto de estrés iónico de

esta proteína mediante dos aprox¡mac¡ones: genética rcveÍsa en Arab¡dops¡s thaliana y

expresión heteróloga en Saccharomyces cerey¡srae. En la primera aproximación se

empleó y caracterizó una línea mutante insercional denominada itrg7-l, la cual es una

mutante pérdida de función, con un 60% menos de niveles de transcrito de |TRG7.

Presenia una tasa de germinación similar a plantas tipo silvestre y es afectada por

tratamientos con cadmio, cobre o sal de manera similar a plantas tipo silvestre. No

obstanie, posee mayor peso fresco que plantas tipo silvestre y mayor largo de raíz que

plantas tipo silvestre luego de tratam¡entos con l50mM de NaCl. La expres¡ón

heteróloga de ITRGT en levadura no es perjudicial. S¡n embargo, al crecer levaduras

transformantes ITRGT en medios enriquecidos con iones, éstas poseen menor

tolerancia a estrés iónico que levaduras control. Por último, la proteína recombinante

ITRGT-GFP se localiza en un compartimiento subcelular de identidad desconocida. La

evidencia recopilada en este trabajo da luces sobre la participación de /IRG7 en estrés

ión¡co-



ABSTRACT

Trough coexpression analysis, a new gene product putatively related to ionic stress in

Arabidopsis thaliana was identified, wich has been named as ITRGT (lon Transport

Related Gene 7). However, ITRGT lacks function or biological role. By means of

bioinformatic analysis of the ITRGT amino acid sequence we have been able to identify

structural aspects, Iike the presence of 10 transmembrane domains, a signal peptide,

and two plant multidrug/metabolite exporter domains- ITRGT transcripts are reduced ¡n

wild-§pe Arabidopsis, when treated with cadmium, copper or sod¡um chloride. With this

evidence, it was proposed the study of ITRGT trough two strategies: reverse genetics in

Arabidopsis thaliana and heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae. A loss

of function ¡nsertional mutant, named as W7-1 , has 60% less ITRGT transcripts

compared to wildtype. lts germination rate is like the observed in wild-§pe, even under

cadm¡um, copper or sod¡um chlor¡de treatments. Nevertheless, il weighs more than

w¡ld{ype and presenls a longer principal root than wild-§pe under 150mM sodium

chloride treatment. The heterologous expression of ITRGT ¡n yeast ¡t ¡s not harmful.

However, ITRGT transformant yeast present sensitivity to growth when ion enriched

media are used. Finally, the recombinant ITRGT protein localizes ¡n an unknown

subcellular compartment. The collected evidence in this work rises a putative role of

ITRGT in ionic stress.

x¡



I. INTRODUCCIÓN

1.1. Sales m¡nerales y agricultura

La nutr¡c¡ón mineral en planlas es ún¡ca ya que logra la extracción de

compuestos inorgánicos desde el medio que rodea al vegetal sin necesidad de

depender de otros organ¡smos (Kochian, 2001). En agricultura, h¡stóricamente, el

manejo adecuado de las sales minerales en el suelo permite la obtención de una

producción óptima, tanto en cantidad como en calidad. Sin embargo, hoy en día es

posible observar dos fenómenos asociados a los nutrientes inorgánicos. Por un lado,

tenemos suelos con dispon¡bilidad de nutr¡entes por debajo del nivel requerido (Lynch y

St. Clair, 2004) y por otro, una escalada sal¡nización de los suelos en las regiones

ár¡das, sem¡ár¡das y templadas del globo, en donde es extensivo el uso de Ia irrigación

(Juárez y col., 2006a). Entiéndase irrigación como "e/ conjunto de disposlfivos

sociotécnicos que permiten aportes añificiales de agua sobre tierras para obtener una

producción agrícola" (Dúand-Dastes y Haghe, 2012).

La baja disponibil¡dad de nutrientes no es algo nuevo, ocurre principalmente en

suelos nativos, muchos de ellos ¡nherentemente fért¡les pero que presentan densas

comunidades vegetales, generando una intensa competencia por los nutrienies. En

cambio, en el otro extremo de la ecuación, la creciente salinización de los suelos es

algo preocupante. De acuerdo con el Servicio de Manejo de las T¡erras y de la

Nutric¡ón de las Plantas de la FAO, de las 230 millones de hectáreas de tierras

irrigadas en el mundo, 45 millones están afectadas por salinidad (19,5%) (Munns,

2012). En Chile el panorama es similar, ya que del total de hectáreas irrigadas, un 35%

se cataloga como suelo salino (Siockle, 2002).

Un ejemplo lo constituye lo que ocurre en el norte chico del país, en donde los

valles de Copiapó, Huasco, Elqui, Limarí y Choapa presentan altos niveles de salinidad
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(Sierra, 2008). Estos valles --de incuestionable importancia agrícola- utilizan las

aguas de sus ríos mediante sistemas de irrigación; su salinización se explica por el uso

de aguas con alta conductividad eléctrica, altas tasas de evaporac¡ón y transpiración

de los suelos y escasas precip¡tac¡ones, factores que en conjunto impiden el lavado

natural de las sales del suelo (Sierra y cols., 2008). En particular, en el valle de

Copiapó un 50% de los suelos cont¡enen concentraciones sobre 30mM de sodio y

cloruro, concentraciones que "ocasionan severos problemas de tox¡c¡dad para muchas

espec,és vegetaled' (Sierra y cols., 2008).

En general, las fuentes de sales inorgán¡cas se pueden reducir a cuatro

(adaptado de Juarez y col., 2006a):

1-. Uuvia: La lluvia depos¡ta sales que son a¡rastradas por el viento. Es observable

principalmente en zonas costeras o con alta actividad industrial.

2-. Meteorización de minerales: La descomposición de las rocas permite, por medio de

la erosión, el transporte de detriios mediante viento o lluvia. Observable en los

nacim¡entos de las cuencas hídricas de los Andes.

3-. Sa/es fósr,7esi Son sales remanentes de masas marinas aisladas o desecación de

lagos salados cuya ¡ncorporación al suelo puede ser por causas naturales o

antropogénicas. Un buen ejemplo lo constituye el desierto de Atacama.

4-. Activ¡dad humana: La polución de la atmósfera debido a actividad industr¡al, el

vertido y transporte de residuos industr¡ales líquidos, la obtención de aguas

subterráneas a iravés de estratos salinos, uso de agua muy salina para el riego y la

deforestación son causantes de salinidad de suelos. Esto no ocurre tan solo en los

alrededores de la intervención humana, ya que a través de la percolación, disolución y

transporte en el sustrato, estas sales pueden finalmente terminar en zonas s¡n

problemas de sa¡inidad.
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Todas las aguas naturales contienen cantidades variables de sales d¡sueltas,

siendo los cloruros y sulfalos de los cationes Na*, Ca2*, Mg'. y K- las sales

mayoritarias, al ser las más solubles. No obstante, la utilización frecuente de

fertilizantes y plaguicidas en la agricultura ha gat¡lladó una acumulación pasiva de

metales pesados en los suelos. Estos metales provienen de impurezas de las materias

pr¡mas util¡zadas para la confección de estos compuestos (Juárez y col., 2006b).

Entre los principales metales contaminantes se encuentran el cadmio, el cobre,

el zinc y el plomo- El problema se agrava aún más cuando estos metales se

encuentran en un suelo salino, pues pueden formar complejos con los cloruros y

sulfatos presentes, aumentando la solubilidad y movilidad de estos elementos en el

sustrato, lo que favorece su absorc¡ón por parte de los vegetales (Norvell y col-, 2000).

Entre los años 1981 y 1990, el lnstituto de lnvestigaciones Agropecuarias (lNlA)

llevó a cabo dos estud¡os del contenido total de cadmio, cobre y zinc (entre otros

meiales) en suelos aluviales ub¡cados entre los ríos Huasco (lll Región) y S¡mpson (Xl

Reg¡ón), encontrándose altos niveles de estos elementos en varios valles de

significancia agrícola para Chile (lNlA, 1986; lNlA, 1990). En la Tabla I se muestra un

resumen con los valles que presentaron sitios con alios contenido de cadmio, cobre y

zinc, los cuales abarcan las regiones cuarta, quinta, metropolitana y sexta; ¡ndicándose

los valores mín¡mos, máximos y promedios de contenido de cadmio, cobre y zinc por

valle y su clasificación según el grado de contaminación de acuerdo a los índices de

Kelly aplicados por la Unión Europea (Society of the Chemical lndustry, 1980), que

considera de menor a mayor grado de contaminación la siguiente escala: "sin

contaminaf', "contaminación ligera", "contaminación", "contaminación alta" y

"contaminac¡ón alta inusual".
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En un rec¡ente estudio realizado por Hirzel y colaboradores (2015) -
interesados en realizar una prospeccíón de metales pesados en 40 sit¡os de cultivo de

trigo y maíz ub¡cados entre Ia fV y lX Región- se reportó la presencia de cobre y zinc

en un rango desde adecuado a alto para cultivos agrícolas, así como concentraciones

de cadmio por debajo del límite crÍtico para la producción agrícola.

De esta forma, la presencia de metales pesados y salinidad en los suelos

agrfcolas son materias en las que Chile no queda ajeno.

Tabla l. Concentrac¡ones d€ cadmio, cobre y zinc en valles chilenos de importancia
agrícola. Se ¡nd¡can los nombres, región y las med¡ciones promedio, valor mínimo y valor
máx¡mo registrados en s¡t¡os ubicados en los respectivos valles y la clas¡f¡cac¡ón según índices

1.2. Mecan¡smos para hacer frente al estrés sal¡no

Los efectos de las sales en plantas son consecuencias de una deficiencia

hídrica (estrés osmótico) y un exceso de iones en procesos b¡oquímicos claves,

generando malfuncionamiento de enzimas, proteínas y producción de radicales libres,

especies reactivas de oxigeno y esirés ox¡dativo (Zhang y Blumwald, 200'l; Conde y

col., 2011).

de lNlA (1

Metal
mg/KO de suelo seco Clasificación

según índices Ke¡ly
(se consideró el valor máximo

Valle R"9ión Promed¡o Mín¡mo Máximo

.s
Eooo

Aconcagua V 0,30 <0,1 4,74 Contaminac¡ón
Puchuncaví V 0,91 <0,1 5,13 Contam¡nac¡ón
Mapocho RM 1,O2 <1 ,0 230 Contam¡nac¡ón ligera
Ma¡po RM 0,45 <1,0 2,84 Contaminación l¡gera

d.)

.ooo

E¡qu¡ lV 87 14 160 Contam¡nación l¡qera
Limarí lV 65 36 100 Contaminación l¡qera
Liqua V 72 16 274 Contam¡nación

Aconcaqua V 128 33 1733 Contaminación alta
Puchuncaví V 543 52 3833 Contaminac¡ón alta
Mapocho RM 197 42 856 Contam¡nac¡ón alta
Maipo RM 72 7,5 243 Contaminación

Cachapoal Vl 427 39 '1180 Contaminac¡ón alta
T¡nquirir¡ca Vl 54 14 245 Contaminación

,E
N

Elqu¡ lV 179 40 32O Contaminación lioera
Mapocho RM 150 72 312 Contam¡nación lioera
Cachapoal Vl 136 11 250 Contam¡nac¡ón l¡qera
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Para hacer frente al daño que causan estas sales, las plantas han desarrollado

diferentes herramientas fisiológicas y bioquÍmicas para tolerar y adaptarse a las sales y

metales pesados. Estos mecanismos son:

Senescencia y exudación en ho./as: algunos vegetales han desarrollado una estrategia

que les permite traslocar y acumular la sal en el tejido foliar, el que se va eliminando

mediante la caída del mismo o la expulsión de un exudado con sales altamente

concentradas.

Solutos compatibles: son moléculas solubles en agua que se pueden acumular en

grandes cant¡dades en la célula, como mecanismo osmoprotector, sin interferir en las

reacciones que ocurren en el citoplasma o en los organelos (Shabala y Cuin, 2006).

Proteínas de esfrés tétmico: se ha reportado que aumentan su presencia frente a

varios tipos de estreses, inclu¡do el sal¡no. Generalmente actúan como chaperonas

durante el plegamiento y ensambla.ie de otras proteínas, no obstante, podrían part¡cipar

en la protecc¡ón o reparación de protefnas durante condiciones de estrés (Lewis y col.,

1999).

Fitoquelatinas y metalotioneinas: son péptidos cuya propiedad es la quelación de

metales, causando el secuestro de los iones (Cobbett y Goldsbrough, 2002). La

diferencia entre ellas es que las primeras son producto de una reacción enz¡mática,

mientras que las últ¡mas se encuentran codificadas en el ADN.

Ligandos orgánicos: producen un efecto similar a los de las fitoquelatinas. Ejemplos

son el ácido cítrico y el acido oxálico (Hall, 2001).

Transpoftadores: son proteínas transmembrana que perm¡ten el paso a través de la

membrana de diversas moléculas, entre ellas iones, l¡gandos de iones, proteínas o

solutos compatibles. Permiten la distribución y compart¡mentalización a nivel celular de

los elementos necesarios para hacer frente al estrés abiótico (Haydon y Cobett, 2007;
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Ward y col., 2009). Existen diferentes clases, clas¡f¡cación que es dependiente del

cómo se activan y/o de las sustancias que transporten.

{.3. Biotecnología de cult¡vos tolerantes

Se han planteado diversas estrategias, basadas en biotecnología, para generar

cultivos tolerantes a salinidad- Entre las primeras encontramos un caso de un tomate

transgénico capaz de crecer, florecer y producir frutas a una concentración de 200mM

de NaCl (Zhang y Blumwald, 2001). Para ello, se utilizó un transportador vacuolar de

Arabidopsis thaliana que funciona como un intercambiador Na*/H* de. Este

intercambiador aprovecha la fúe?:a protón motriz generada en la vacuola por enzimas

translocadoras de H* para acoplar el mov¡miento de H. (a favor de su potencial

electroquímico) con el movimiento de Na* (contra su potencial electroquímico),

permitiendo la compartimentalización de Na* al inter¡or de la vacuola.

Una estrategia similar se utilizó en arroz, en donde Zhao y cols (2006) utilizaron

un intercambiador Na./H* de la levadura Schizosaccharomyces pombe para mod¡f¡car

genéticamente plantas de arroz, observando que otorga a éstas resistencia a sal,

manteniendo altos niveles de fotosíntes¡s y reducidos niveles de especies reactivas de

oxigeno.

Otros e.jemplos satisfactorios han sido obtenidos usando como modelo

Arabidopsis thaliana, lo que abre un área interesante a desarrollar.

1,4. Relacionando genes de función desconocida al estrés iónico.

Hoy en día la cuantiosa información genómica disponible en múltiples bases de

datos nos permite enfrentar un nuevo desafío: descubrir nuevos genes asociados a

respuesta a estrés sal¡no y/o por metales en los sistemas biológicos.
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Empleando anál¡sis de coexpresión 
-utilizando 

datos de perfiles de expresión

global de la planta modelo Arabidopsis thaliana que se encuentran dispon¡bles para la

comunidad académica- Alexander Vergara, durante su estadía postdoctoral en

nuestro laboratorio, generó un listado con 55 genes cand¡datos para ser asociados al

proceso biológico de transporte iónico. Estos fueron denominados /IRG por "lon

Transporf Related Gene§' , los cuales fueron ordenados de acuerdo al coeficiente de

correlación con el fin de priorizar su estudio. De los 55 genes se seleccionaron los 12

/fRG's con la mejor probabilidad de estar involucrados en estrés iónico. El estudio de

estos doce genes fue abordado por un equipo compuesto por Daniela Urbina

(Postdoctorado) 
-quién 

se abocó a los genes /IRG'S 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 y 12-,

Matías Freire (Magíste| -quién estudió los /IRG's 1, 2 y 3-, y, en lo que respecta a

este sem¡nario de título, correspondió el estudio del gen /IRG 7.

La plataforma "The Arabidopsis lnformation Resource" (TAIR) mantiene una

actualizada base de datos de b¡ología molecular y genética de la planta modelo

Arabidopsis thaliana. Dentro de la informac¡ón d¡sponible se cuenta con la secuencia

del genoma completo, Ia estructura de los genes, ¡nformación de los producios

génicos, datos de metabolismo, datos de expresión génica, mapas del genoma y

marcadores genéticos- Al consultar información sobre /IRG7, de acuerdo a datos de

expresión obtenidos por microarreglos, es posible rescatar que corresponde a un gen

que se expresa en raíces (Schmid y col., 2005). Sin embargo, no existen ev¡dencias

publicadas sobre su función molecular"

En el año 2001, dada la secuenclación completa del genoma de Arabidopsis,

Ward (2001) agrupó las proteínas de membrana de esta planta en familias de función

conocida -basado 
en evidencia experimental y homología con otras proteínas de

platas u otros organismos- o de función desconocida. Considerando esta
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clas¡ficación, \TRGT se encuentra dentro de la familia de proteínas tipo Nodul¡na 21 de

Medicago truncatula (MtN21), que posee 47 miembros. MtN21 fue originalmente

identificada por detecc¡ón diferencial en una librería hecha a partir de nódulos en

presencia versus ausencia de un rizobio (Gamas y col., 1996), por ello el nombre de

"nodulina".

Si bien Arab¡dops¡s no realiza nodulación, Ia presencia en el genoma de este

tipo de genes -y su expresión- hace presumir que deben cumplir otros roles claves

en el desarrollo de la planta, particularmente en especies no nodulantes. Pese a esto,

el conocim¡ento actual de genes anotados como iipo MtN21 es limitado. Busov y

colaboradores (2004), estudiando la relación entre maduración y formación de raíces

adventicias en p¡no (Prrus faeda), sugieren una correspondencia entre la inducción por

auxina de un homólogo de MtN21 y Ia formación de raÍces adventicias en esta especie

arbórea. Tiempo después, Ranocha y colaboradores (2010) reportaron que una

mutante pérdida de función de una proteína tipo MtN21 en Arabidopsis presenta

deficiencia de iriptófano y auxina, carece de transporte basipetalo de esta hormona y

muestra una desregulación en la expresión de var¡os genes auxina-dependientes,

incluidos algunos involucrados en la biosíntesis de la hormona, su transporte y la

respuesta a ella. A nivel morfológico la mutante presenta un detrimento en la

elongac¡ón celular, así como cambios en las propiedades mecánicas y una severa

reducción en el grosor de las paredes de las fibras del tallo. Recientemente este grupo

ha demostrado que la proteína actúa como facil¡tador vacuolar del exporte de auxina

en vacuolas a¡sladas de Arabidops¡s, en levaduras y en oocitos de Xenopus (Ranocha

y col., 2013).

En el año 2012 se publicó un trabajo en el que un miembro de esta familia de

proteínas de Arabidopsis actúa como transportador de aminoácidos b¡direcc¡onal,
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capaz de ¡mportar glutamina, histid¡na y aspartato en levadura y oocitos de Xenopus

/aevrs y exportar glutamina, valina, citrulina e isoleucina al medio de cultivo de levadura

(Ladwig y cols, 2012). Los autores proponen que esta proteína podría estar involucrada

en la liberación de aminoácidos desde el floema hacia el espacio aploplástico,

hac¡éndolos dispon¡bles para el lmporte en las células adyacentes del endosperma y el

embrión.

1,5, Genética reversa y expresión heteróloga

Para abordar el estudio de /IRGZ -en el contexto de validar su asoc¡ación al

proceso biológico de transporte ión¡co y su implicancia en el estrés iónico- en el

presente seminario de título se han utilizado dos aproximac¡ones: 1) genética reversa

eñ Arab¡dopsis thaliana y 2) sistema de expresión heteróloga en Saccharornyces

cerev¡s¡ae.

La primera de ellas consiste en la utilizac¡ón de una línea de Arabidopsis que

posee una mutación insercional en el gen de interés, con el f¡n de caracter¡zar

fenotípicamente los efectos que causa la modif¡cación genética.

Es sabida la prevalenc¡a que tiene la redundancia genética y funcional en

Arabidopsis, fenómeno responsable de la ausencia de fenotipo en la mayoría de las

mutantes pérdida de función individuales (Briggs y cols, 2006). El fenot¡po a observar

---€n este caso ante la presencia de iones- podría enmascararse, recordemos que

son 47 los miembros de la familia MtN21 . Por ello resulta conveniente la

complementac¡ón del estudio con otro f¡po de aprox¡mación.

La segunda estrategia se basa en el empleo de levadura como sistema de

expresión heterólogo. Las levaduras son organ¡smos eucariontes que, a diferencia de

las bacterias, poseen mecanismos moleculares y celulares que son Gonservados en
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plantas. Son de rápido crecimiento, de fácil manipulación genética y se d¡spone de una

ampl¡a var¡edad de herram¡entas moleculares con las que trabajar (Prelich, 2012).

La sobreexpresión de un gen de interés puede causar alteraciones en el

fenotipo de levaduras transformadas, alteraciones que podrían otorgar luces acerca de

la impl¡cancia de ITRGT en el proceso de transporte iónico.

Ambas estrategias han sido utilizadas en trabajos previos con el fin de

caracterizar genes de Arabidops¡s ¡mplicados en estrés u homeostasis iónica. Un claro

ejemplo lo constituye el reporte de Moreno y colaboradores (2008)- Con el objetivo

analizar la especificidad de AtHMAl -proteína miembro de la familia de las Pre-

ATPasas, implicadas en el transporte de metales pesados- realizaron

complementac¡ón funcional usando mutantes de levaduras defectivas en transporte de

metales pesados. La expresión heteróloga complementÓ el fenotipo de la cepa mutante

y en la cepa silvestre aumentó la tolerancia a Cobre, Zinc, Cobalto y Cadmio

Se puede también c¡tar el trabajo de Arrivault (2006), el que utilizó una cepa de

levadura para investigar la función celular del transportador vacuolar MTP3 (Metal

Tolerance Prote¡n 3) de Arabidopsis. La cepa empleada es una mutante sensible a Zinc

que carece de dos transportadores que contribuyen al transporte de este catión hacia

la vacuola. Los resultados obtenidos dan cuenta de que las levaduras que expresan

MTP3 son capaces de crecer en concentraciones de hasta 5mM de zinc, mientras que

Ias carentes de este transportador ven disminuido su crecimiento hasta en un 80% a

una concentración de 0,5mM de zinc.

Otros ejemplos del uso de levaduras como sistema de expresión heterólogo lo

constituyen los trabajos mencionados en páginas previas, sobre la caracterización de

proteinas de Arabidopsis miembros de la familia de Nodulinas tipo MtN21-
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Los escasos antecedentes reportados hacen del estudio de ITRGT uoa

oportunidad puesto que, por un lado, se podrÍa llegar a validar la aslgnac¡ón del

proceso biológico de transporte iónico, y por otro, se establecería una conex¡ón con el

estrés ocasionado por exceso de sal yio de metales, mostrando de esta manera un rol

mult¡propósito de la familia de proteínas tipo nodulina en Arabidops¡s thaliana.

Paralelamente, se contaría con un gen cand¡dato para el cual se podrían evaluar

potenc¡ales usos biotecnológ¡co, tanio en sistemas vegeiales de interés agrícola como

en levaduras utilizadas en el ámbito industr¡al.

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados, en el presente seminario de

título se evaluó y se cuantificó parámetros fenotípicos de plantas tipo silvestre y de

plantas mutante en \TRGT 
-crecidas 

a la par- en medios con presencia de sales.

Luego, se generaron las herramientas moleculares que permitirán la sobreexpresión

del gen en sistemas vegetales y/o la complementación de plantas mutantes con fines

tanto de estudio como de aplicación biotecnológica. Por último, se transformó

levaduras con el gen /IRG7 --expresado constitutivamente- y el efecto de los iones

en su crecimiento fue analizado.

Los resultados obten¡dos logran acercarse a la h¡pótesis planteada y dan

cumplimiento a los ob.jetivos planteados.
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1.6. Hipótesis

'/IRG7 otorga resistencia a estrés iónico en Arabidops¡s thal¡ana y

S a cch a ro my ce s ce rev i s i a e"

1.7. Objet¡vos

1.7.1. Objetivo general

-Evaluar la participación de ITRGT en estrés iónico en Arabidopsis thal¡ana y

S acch aromyce s ce revi siae.

1.7.2. Objetivos específicos

-Caracterización y evaluación de la mutante ¡nserc¡onal ittgT-1 de Arabidopsis

thaliana frerrte a estrés iónico.

-Generación de las herramientas moleculares necesarias para la transformación

en Arabidopsis thal¡ana con |TRG7.

-Evaluación de la toleranc¡a de Saccharomyces cerevisiae transformadas con

/IRGTfrente a estrés sal¡no y por metales.



2. MATERIALESYMÉTODOS

2.1. Bases de datos y programas informát¡cos ut¡¡izados

La secuencia nucléotÍd¡ca y aminoacÍd¡ca de /IRG7 fue obtenida desde la base

de datos The Arabidops¡s lnformation Resource, TAIR (lvww.arabidopsis.org),

mediante el código del gen en formato ATxG>o<xxx (se omite por asuntos de propiedad

intelectual). Para analizar en primera instancia la secuencia proteica de /IRGZ se

empleó la herramienta lnterProScan (www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/¡prscan). Dada la

¡nformación arrojada por este programa se procedió a real¡zar una ser¡e de anál¡sis

predictivos con varias herramientas disponibles. Los análisis de putat¡vos dom¡nios

transmembrana se hicieron con los algoritmos Phobius (http://phobius.sbc.su.se),

TmHMM (www.cbs.dtu.dUservicesiTMHMM) y Sosui (http://bp.nuap.nagoya-

u.acjp/sosu¡/sosui_submit.html). Para la determinación de presencia de péptido señal

se emplearon los servidores web SignalP 3.0 (www.cbs.dtu.dldservicesisignalP3.0l),

Predisi (www.predis¡.de) y SosuiSignal (http://bp.nuap.nagoya-

u.ac.ip/sosu¡/sosuis¡gnal/sosu¡signal_submit.html). La pred¡cción de local¡zac¡ón

los servidores TargetP 1-1subcelular se hizo con

(http://www. cbs.dtu.dUservices/TargetP4, Predotar 1.03

(http://urgi.versailles-inra-fr/predotar/predotar.html) e IPSORT (http/¡psort.hgc.jp0. Por

último, la topología de ITRGT fue calculada mediante los programas TOPPRED

(http://mobyle.pasteur.frlcgi-bin/portal.py?#forms:foppred) y RBDE

(http://¡cb.med.cornell.edu/crURbDe/RbDe. html).

13
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Con el fin de recabar información adicional acerca de ITRGT se consuliaron las

siguientes herramientas integrativas de bases de datos:

The Arabidopsis thal iana I ntegrated Database, ATIDB (http://atidb.org4

Gonuts (http://gowik¡.tamu. eduiwiki/index. php/Main_Page)

Aceview (http:/ /vww.ncbi.nlm.nih.gov/lEB/Research/Acembly/)

RIKEN SciNetS (https://daiabase.riken.jp/swen/SciNets/crib158s66i4

Aramemnon (http://aramemnon.botanik. uni-koeln.dei)

Predict Protein (http:/iwww.pred¡ctprotein.org4

Para el análisis in-s¡lico de la expresión génica de ITRGT se empleó la

herramienta de análisis de datos de m¡croarreglos Arabidopsis eFP Browser

(http:i/bar.utoronto.calefp/cgi-bin/efpweb.cgi), en donde se comparó su expresión con

tres genes de expresión constitutiva, validados y ampl¡amente utilizados (Czechowski y

col., 2005): Actina 2 (AT3G18780), Ubiquitina 10 (AT4G05320) y Proteína Fosfatasa

2A (4T1G13320). Se analizó y comparó los niveles de transcrito tanto a nivel de las

diferentes etapas de desarrollo de Arabidopsis thalrana como en tratamientos ab¡óticos,

ambas opciones entregadas por la interfaz gráfica.

La mutante insercional itrg7-l fue obtenida desde la colección SALK (SIGNAL,

http://signal.salk.edu) que es administrada por el banco de mutantes Arabidopsis

Biological Resou rce Center, ABRC (http://abrc.osu.edu/).

El diseño de los partidores para PCR cuantitat¡vo y convencional fue realizado

con la herramienta Ol¡go Analizer, disponible en http://www.¡dtdna.com (mayores

detafles en la sección 2.6).

f*-"0
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2.2. Medios y condiciones de cultivo

2.2.1. Cultivo de Arabidopsis thaliana

Para el cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana se empleó el medio

hidropónico y el medio Murashige-Skoog (MS), para cultivo en invemadero e in-vitro,

respectivamente. La preparación y utilización de ambos medios se describe a

coniinuación:

-Medio hidropónico, composición soluc¡ón stock l00x: KNOS 125 mM, Ca(NOa)z 150

mM, MgSO¿ 75 mM, KHzPO¿ 50 mM, KCI 5 mM, HsBOg 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO¿

200 pM, CUSO4 150 pM, (NH4)6Mo7O2a 7,5 pM, NazSiOs 10 mM y Sprint 330 7,7 mM

(Fe quelado en ácido dietilentriaminopenta acético), ajustando el pH a un valor final

igual a 5. Para obtener una solución 1x se diluye en agua corriente (Gibeaut y col.,

1997). Las semillas fueron puestas en soporte de lana de roca embebida en medio

hidropónico, las que se ajustaron a los agujeros de las cajas de cultivo. Una vez

sembradas, a las cajas se les colocó una película plástica en la parte superior,

manteniéndose hasta que todas las plantas presentaran roseta vegetativa, tras lo cual

se procede a retirar la película plástica. Las plantas fueron mantenidas en este med¡o

hasta que comenzaron a secarse, momento en el cual se dejó de sumin¡sirarles el

medio y se les colocó un capuchón de papel, con el fin de recolectar semillas.

-Medio 
MS sót¡do(Ms 0,216% p/v, MES 0,05% p/v, sacarosa 1% p/v, pH 5,7, fitoagar

0,8% p/v). Las placas fueron puestas de manera horizontal para el caso de los ensayos

de germinación (por 7 días) y de manera vertical para los ensayos de largo de raíz (por

10 días) y biomasa (por 21 días), en condiciones de temperatura constante a 22"C,

fotoperiodo de 16/8 (h luz:/oscuridad) y lum¡nosidad de 4000 lux.
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2.2.2. Cultivo de bacter¡as

Se utilizó medio LB (NaCI 1% p/v, extracto de levadura 0,5 piv, peptona 1%

p/v). Para obtener medio sólido se adicionó agar bacteriológ¡co al 1,SYo plv. Se dispuso

de incubadores con agitación y estufas a 36'C y 28"c para los cultivos líquidos y

sól¡dos de E. coliy A. tumefac¡ens, respectivamente.

2.2.3. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Para el cultivo de levaduras se utilizaron los medios descritos a cont¡nuación:

Med¡o YPD -dd acrónimo Yeast, Peptone, Dexfrose- compuesto por extracto

de levadura 1% piv, peptona 2% plv y glucosa 2% p/v. Para obtener medio sólido se

adic¡onó agar bacteriológico al 1,5o/o plv. El extracio de levadura aporta todos los

aminoácidos necesarios para el desarrollo.

Medio YMM -del acrónimo Yeast Minimal Mediu¡n- es un medio que perm¡te

la selección por auxotrófia de levaduras, ya que se le adiciona una mezcla de

aminoácidos definida para el crecimiento de las levaduras de ¡nterés. Esta mezcla

dependerá del genotipo de la levadura y del marcador de selección del plasm¡dio a

utilizar. El medio es elaborado con base nitrogenada de levadura 0,17o/o plv, (NH4)rSO4

O,5o/o plv, glucosa 2% p/v, mezcla de aminoácidos 1 al O,7o/o pfu y mezcla de

aminoácidos 2 al O,4o/o p/v (detalles de las composiciones de estas mezclas de

aminoácidos en el anexo 1). Para medio sól¡do se adicionó agar bacteriológico al 1,5%

plv.

Se d¡spuso de estufas e incubadores con agitación a 28'C para los cult¡vos

sólidos y líquidos, respectivamente.
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2.2.4. Ensayos de estrés ¡ónico

Para evaluar el efecto de iones, éstos fueron añadidos luego del proceso de

autoclave de los med¡os, momentos antes de preparar las d¡ferentes placas. Para esto,

se dispuso de soluciones stock de los d¡st¡ntos compuestos a una concentración de

1M, esterilizados en campana por med¡o de flltros con poros de 0,22 pm adosados a

jeringas. En la Tabla ll se listan los compuesios utilizados y la concentración empleada

en cada experimento realizado en el presente seminario de titulo.

Tabla ll. compuestos y concentrac'rol"?,T'l':iflii.:" los exper¡mentos del presente

Compuestos y concentraciones utilizadas
Ensayos en plantas CdCl2 CUSOa NaCl

Evaluac¡ón del efecto en niveles
de transcrito de ITRGT

20 y 200¡Ll\4 15 y 100pM
100, 150 y

250mM
Germ¡nación (wt v/s ,ifrg7-l) 50 y 100UM 50 y l00FM '100 y l50mM
La!'go de raíz (wt v/s Írg7-7) 50 y 75pM 50 y 100pM 100 y 150mM

Peso fresco (wlvls itrgT-1) 20, 75 y 200pM 15, 50 y 100pM
100, 150 y

250mM

Ensayos con levadura NaCl ZnSO¿ CuSO¡ CdClz CoClz
Crec¡m¡ento en placa 0,5 y 1 M 10mM 1 y 3mM 75uM 500pM

Crecimiento en medio líquido I mM 50uM 500 PM

2.3. Material biológico empleado en el seminario de título

2.3.1. Plantas de Arabidopsis thaliana

Se emplearon 2 líneas de Arabidopsis thaliana, una correspondiente a planta

tipo sifvestre y otra correspondiente a la mutante insercional SALK itrgT-1 , ambas de

ecotipo Col-O.

2.3.2. Esterilización y estratificación de semillas

Se colocó la cantidad necesaria de semillas en un tubo de microcentrífuga de

1,5 mL y bajo campana se agregó 1 mL de EtOH al 80%, se agitó y se descartó el

líquido. Luego, se adicionó 1 mL de Hipoclorito al 5%, se agitó, se decantó y se
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descartó. lnmediatamente se realizaron 3 lavados con agua dest¡lada estéril. Por

último, se adicionó 300 pL de agua estéril y se almacenaron por 2 días a 4"C en

oscur¡dad, esto con el fin de sincron¡zar la germinación. Pasado este tiempo las

semillas están listas para ser sembradas.

2.3.3. Extracc¡ón de ADN genómico de Arabidopsis thaliana

A un tubo de 1,5 mL se agregaron 100 UL de soluc¡ón tampón de extracc¡ón

(Tris-HCl 0,2 M, pH 9,0, LiCl 0,4 M, EDTA 25 mM, SDS 1o/o plv) y se molieron en su

interior 100 mg de tejido de plantas de Arabdopsrs con un micropistilo. El micropistilo

se lavó con 300 UL de solución tampón de extracción y se utilizó vortex para

homogeneizar el contenido del tubo. Luego, se centrifugó a 13.000x9 y a temperatura

ambiente por 5 m¡nutos. Concluida la centrifugación se traspasó 350 pL de

sobrenadante a un tubo con 350 pL isopropanol, y se mezcló su contenido invirtiendo

el tubo 5 a 10 veces, tras lo cual se dejó incubando por 5 minutos a temperatura

ambiente para perm¡tir la prec¡p¡tación de los ácidos nucleicos. En segu¡da se

centrifugó por 10 min a 13.000x9. El sobrenadante fue eliminado, se adicionó lmL de

EIOH 80o/o y se mezcló invirtiendo el tubo entre 5 a 10 veces. Se centrifugó

nuevamente a 13-000x9 por 5 minutos a temperatura ambiente, se el¡m¡nó el

sobrenadante, y el tubo fue puesto hacia abajo en un trozo de papel absorbente con el

fin de remover el etanol restante- Posteriormente se dejó el tubo a temperatura

ambienie por t h con el fin de evaporar el etanol residual. Por último, se adicionó 100

pL de solución tampón TE (Tris-HCl '10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), se mezcló el tubo

entre 5 a 10 veces para homogeneizar y se guardó a 4"C para realizar con el DNA

genómico posieriores análisis. La calidad del ADN genómico aislado fue evaluada

med¡ante la ampliflcación del gen de actina.
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2,3.3.1. Genotipificación de líneas de Arabidopsis thaliana

Las líneas de Ambrdopsls tipo silvestre e Í497-l fueron genotipificadas con el fin

de comprobar la presencia ó ausenc¡a de la inserc¡ón de T-DNA y la homocigosis de la

misma. Para esto se realizaron tres anális¡s de PCR. Usando ADN genómico como

templado se amplificó un segmento del gen que conf¡ere resistencia al antib¡ótico

Kanamicina, nptll, para confirmar Ia presencia del de la inserción de T-DNA en la

mutante. Este gen no se encuentra en plantas tipo silvestre. Para confirmar la

presencia de la inserción que interrumpe el gen ITRGT se real¡zó la amplif¡cación de un

segmento comprendido entre la región izquierda (LB, Leñ Border) de la inserción y la

región promotora del gen /IRGZ mediante la utilización del partidor LBb1.3 -4ue

hibrida en el borde izquierdo de la inserción de T-DNA-, y el partidor p/IRGZR (ver

Figura 1, flechas en rojo). Para evaluar la presencia del alelo s¡lvestre se realizó la

amplificación de un segmento de 504 pares de bases, presente en el promotor del gen

/IRG7, con los partidores denominados plTRGT F y plTRGT R (ver Figura 1, flechas

en azul). Si existe la ¡nserción de T-DNA, el segmento de 504 pb no debiese amplificar,

ya que la inserción es de alrededor de 9.000 pb, tamaño que no puede ser abordado

por la pol¡merasa empleada. Los detalles de cada partidor y los tamaños esperados en

estas reacc¡ones se encueniran en la Tabla lll. El programa de PCR utilizado en las

reacc¡ones se encuentra en la Tabla lV, para lo cual se empleó la enzima polimerasa

Paq5000 (Ag¡lent Technologies @). Las condiciones por reacc¡ón, de 20 pL como

volumen final, fueron: 15,6 pL HrO l¡bre de nucleasas, 2 UL tampón de reacción 10x,

0,4 ¡.rL mix dNTP's 10mM c/u, 0,4 ¡rL Pariidor 1 10 UM, 0,4 pL Partidor 2 10 UM, I uL

DNA templado, 0,2 pL enzima Paq5000 (5 U/¡.tL).
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Figura 1, Esquema del gen ,fRG7 s¡lvestre y 6l alelo mutante en la linea itrgT-1. En azul se
muestra la zona del promotor del gen y en verde los exones (barras) e intrones (lÍneas). En rojo
se muestra la inserción de T-DNA, señalando el lugar en donde se encontraría, cercana a la
parte med¡a del promotor. Se señalan partidores utilizados para genot¡pificación y el tamaño del
segmento respectivo.

Tabla Ill. Partidores empleados para la genotipificac¡ón de las líneas de A. lhal,ana.

Partidor ,'J,
Secuencia 5' - 3'

Tamaño_ Amf) ca enseomento a 
"Dtantas

amplllrcar

Actina F 54 CACACTTTCTACAATGAGCT
836 Db Tipo silvestre y

loDNAi 688 mulanles
'áo r"óñnl nomocrgoras o

' neterocrgotas
Actina R 54 GCAGT GATCTC T T T GC T CAT

nptll F 54 C.LAGATGGATTGCACGCA

624 pb
Mutantes

homoc¡gotas o
heterocigotas

nptll R 54 C TAT GT C C T GATAGC GGT

plTRGT
57 AGTGTCTGi]TGGTGACTTGTCAT

504 pb Tipo silvestre

plTRGT
R

57 ¡.T C C C C},,I.1T GLqGA.A.T T C1'

LBbl .3 ATTTTGCCGATTTCGG.LAC

390 Pb' Mutantes
emDleando nomoctoolas oel Dantdor 'i
piael a neleroclgolas
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Tabla lV. Programa de la reacc¡ón de PCR empleado para Ia genot¡pificac¡ón de las líneas de
Arabidopsb thal¡ana.

Fase Temperatura ("C) Tiempo Ciclos
1 94 10 min

30s
Tm partidores '1 m¡n

1 min
10 min

1

2.3.3.2. Extracción de ARN de tejido vegetal y síntesis de ADNc de líneas de

Arabidopsis thaliana

Las extracciones de ARN se realizaron mediante el kit lnv¡trap Spin Plant RNA

Mr,lnl KrI (lnvitek@) s¡guiendo las instrucciones dadas por el fabr¡cante- El ARN fue

conservado a -80"c.

Para comprobar la calidad y concentración del ARN obtenido se empleó el

equipo ND-1000 (Nanodrop@), considerando como patrones de calidad aceptables un

rango de concentración entre 300 - 1600 ng/UL y un rango de ODzeo/2eo 1,80 - 2,25. La

integridad de los ARN se evaluó med¡ante electroforesis denaturante (agarosa 1,5%

p/v, agua libre de nucleasas, fusión en microondas, MOPS 40mM, 3% v/v de

formaldehído al 37%). Se cargó en el gel 1,5 pL de RNA conteniendo tampón de carga

1x (Winkler@), denaturado mediante tratamiento de 10 min a 70"C y enfriámiento

rápido en hielo por 5 min. Poster¡ormente, la electroforesis se realizó por45 m¡n a 70V,

baio campana de exiracción. Los geles fueron visualizados en un transiluminador con

captura de imágenes modelo Multicenius@ SN SYDR/2082 de Syngene - Synopiics

Ltd.

Uno de los pasos previos a la síntesis de ADNC corresponde a tratamiento de

las muestras de ARN con DNAasa. Para ello se trató el ARN en una concentrac¡ón de

0,2 Ug/pL y se mezcló con 1 UL de DNAsa I (1 U/pL, Fermentas), 1UL tampón de
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reacción DNAsa 1x, 0,5 ¡.rL Ribolock (a0 U/pL, Thermo Scient¡f¡c, concentrac¡ón final 2

U/UL) y se completó con H2O l¡bre de nucleasas hasta lograr un volumen final de 10 pL.

Se incubó esta reacción por 30 min a 37"C y luego por 10 min a 65"C y se agregó 1 pL

EDTA a una concentración final de 2,5mM para inactivar la enzima.

Luego del tratamiento de las muestras de ARN con DNAsa, se deben hibridar

los ARN con el partidor Oligo dT (ver listado de part¡dores de la Tabla lX). La

hibridación del partidor Oligo dT a la colá de poli(A) de los ARN mensajeros perm¡te

que la enzima transcriptasa reversa sintetice la primera hebra de ADNc. Para ello' se

mezclan en 2 tubos separados 0,5 pg de part¡dor con 5 pL de solución del tratamiento

con DNAsa obtenida anteriormente, incubándose ambos a 70"C por 5 min, y luego a

4"C por otros 5 min. Se utilizan 2 tubos separados con el fin de tener un control

negativo para el tratamiento con transcriptasa reversa (sin la adición de ésta)' Luego'

se prosiguió con la transcripción reversa, empleando 6,1 ¡.rL de H2O libre de nucleasas,

4 pL tampón de reacc¡ón 1x lmProm-I1,2,4 pL de Mgclr 25 mM (f¡nal 3 mM)' 1 pL

mezcla dNTP's 10 mM c/u (final 0,5 mM), 0,5 pL Ribolock (40 U/pL, Thermo Scientific,

final 1 U/pL), 5 UL de tratamiento Oligo dT-ARN y 1 ¡.tL de enzima transcriptasa reversa

lmProm-ll (160 U/pL, Promega@, f¡nal I UipL) o 1 ¡.rL de HzO libre de nucleasas en el

caso del control negativo. Por último, se siguió el protocolo de la Tabla V en un

termociclador.

Tabla V. Protocolo empleado para real¡zar la síntes¡s de ADNc.



2.3.3.3. Amplificación y aislamiento del ADNc de ITRGT

La amplificación del ADNC de ITRGT se realizó empleando la enzima

pol¡merasa Pfu (Fermentas@), la que posee actividad correctora, permitiendo obtener

ampl¡ficados de alta fidelidad. La reacción -con un volumen final de 20 pL- se realizó

como sigue: 11,8 UL de HzO libre de nucleasas, 2 UL tampón de reacción Pfu 1x, O,4

¡:L mezcla dNTP's 10 mM c/u (final 0,2 mM), 3,6 pL de MgSOa 25mM (final 4,5 mM),

0,4 pL partidor ITRGT-F, 0,4 UL partidor ITRGT-R, 1 pL templado ADNo de planta tipo

s¡lvestre, 0,4 pL enzima Pfu 2,5 UlpL (f¡nal 1 U/pL). En el caso del control negativo, se

agrega 0,4 pL de HzO libre de nucleasas en vez de enzima. El programa de PCR

empleado se muestra en la Tabla Vl.

Se procedió a correr en gel de agarosa el producto de PCR, se visualizó en un

transiluminador y se cortó la banda correspond¡ente al ADNo de ITRGT (1080pb).

Luego, se purificó el ADNo de /IRG7 mediante el kil Wzad SV Gel and PCR Clean'Up

Sysiem (Promega@) siguiendo las instrucciones del fabricante.

10 min
30s
l min
2 m¡n

2.3.4. Cepas de Eschertchia coli

En este seminario de titulo se emplearon 2 cepas de E cor; correspondientes a

la cepa Machl (lnvitrogen@) y a la cepa DB3.1 (resistente al marcador de selección

ccdB empleado en los sistemas Gateway@ de lnvitrogen@). La primera de ellas se

empleó para obtener transformantes con el vector pCRS-IIRG7. La segunda,

1172
14sl

Tabla Vl. Programa de PCR para ampl¡ficar /TRG7.
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res¡stente al antibiótico estreptomicina (25 pg/ml), se empleó para la replicación de los

vectores de expresión en levaduras y plantas, que poseen el marcador ccdB, cuyo

producto gén¡co ataca la DNA g¡rasa y es letal para todas las cepas, excepto para la

cepa D83.1, la que presenta una mutac¡ón en la DNA girasa que la hace resistente a

ccdB. Mayores detalles de los vectores util¡zados se muestran en la Tabla Vll.

2.3.4.1. Preparación de células quimiocompetentes de E coli

Machl y D83.1 qu¡m¡ocompetentes: Se inoculó un matraz con 250 mL de medio

LB con la cepa almacenada a -80'C- Se incubó en agitación a 28'C hasta una

D.O.ooon, de 0,3. Se centrifugó a 3.000x9 por l0 min a 4"C y se eliminó el

sobrenadante. Se agregó 5 mL de tampón CCMB8O (KOAo pH 7,0 10 mM, CaClz'2HzO

80 mM, MnClr'4HzO 20 mM, MgClz 6HzO l0 mM y glicerol 10%, esteril¡zado por

filiración). Se resuspendieron las células con cuidado y luego se agregó CCMB8o

hasta 40 mL. Se incubó esta suspens¡ón en hielo por 20 min, luego se centrifugó a

2.000xg por I min a 4'C. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron suavemente

las células en 20 mL de CCMB80. Se midió la D.O-6qen, de una mezcla de 200 UL de

células resuspendidas y 800 UL de medio LB. Se agregó CCMB8o a la suspensión

inic¡al hasta alcanzar urtá D.O.66¡¡¡ entre 1 y 1,5. Por último, se incubaron en hielo

durante 20 m¡n y se alicuotó de a 100 UL para Machl y de a 200 pL para DB3.l en

tubos de 1,5 mL estériles y fríos. Las células qu¡m¡ocompetentes se guardaron a -80'C.

2.3.4.2. Transformac¡ón de E. coli

MACHI: se siguieron las instrucciones dadas por el fabricante (número de

catálogo C8620-03).

DB3.1: 200 pL de una alícuota de células quimiocompetentes fueron incubadas

con el vector de ¡nterés por 45 min en hielo. Luego se dio un golpe de temperatura por
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agitación por t h a 37"C. Se sembró 200 pL de este cultivo en una placa. Los restantes

800 pL se centrifugaron a 1.000x9 por 4 m¡n, resuspendiendose en el mínimo de

volumen, el cual fue sembrado. Las placas a usar deben contener los ant¡biót¡cos

respect¡vos para cada marcador de selección de los vectores empleados, de manera

de selecc¡onar las bacterias que han sido transformadas con el vector de interés.

2.3.5. Cepa de A grobacterium tumefac¡ens

La cepa de Agrobacterium tumefaciens utilizada corresponde a GV3101 y es

resistente a los antibióticos gentamicina (50 Ug/mL) y rifampicina (12,5 Ug/mL).

2.3.5.1. Preparación de células competentes de A. tumefaciens

Las bacterias fueron crecidas hasta alcanzar la fase log (iiempo de dupl¡cación

de aprox¡madamente 2 h).2 mL de este cultivo fueron transferidos a 50 ml de med¡o

LB fresco y este cultivo se creció hasta obtener una D.O.5ssn. de 0,5. Posleriormente

las células fueron enfriadas durante 10 min en hielo y sedimentadas a 3.000x9 por 5

min, luego de lo cual fueron suspendidas en I mL de CaClr 20 mM. Las células fueron

alicuotadas de a 100 UL en tubos de 1,5 ml y almacenadas a -80"C hasta ser

utilizadas.

2.3.5.2. Transformac¡ón de A, tumefaciens

100 Ul de células competentes de A. tumefaciens fueron mezcladas con I pg

del vector binario de interés (conceniración de I pg/pl de vector). Dicha mezcla fue

congelada con n¡trógeno líqu¡do por 5 min., posteriormente se descongeló a 37" C

durante 25 min. lnmediatamente se le agregó 1 mL de medio LB y se incubó por 3 h

en agitación a 28" C. Finalmente las células fueron recolectadas por centrifugación

durante I min a máxima velocidad y el sobrenadante fue descartado, dejando
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aprox¡madamente 100 pL de medio para resuspender las células, las cuales fueron

puestas en medio LB agar suplementado con gentamicina 100 pg/ml, rifampicina 10

pg/ml y el antibiótico de selección dependiendo del vector utilizado, de manera de

hacer la selecc¡ón del Agrobacteriurn transformado. Las placas fueron incubadas

durante 2 días a 28'C para obtener colonias transformantes y realizar poster¡ores

análisis.

2.3.6. Levadura Saccharomyces cerevisiae

La cepa de levadura Saccharomyces cerevtstae empleada es 8Y4743 (MATalo',

his3L1/his3|1; leu2Lo/leu2L1; LYS2/lys2Lo; met15L0/MET15; ura3 0/ura3A0). Para

efectos del presente seminario de titulo, se le considerará como tipo silvestre. Esta

cepa presenta auxotrófia para los aminoácidos histidina, leuc¡na y uracilo, es decir, sus

rutas de biosíntesls se encuentran interrumpidas por lo que deben suplementarse en el

medio.

2.3.6.1. Preparac¡ón de células electrocompetentes de S. cerev¡siae

Se inoculó 100 mL de medio YPD con la cepa 8Y4743, y se incubó a 28"C con

agitación constante hasta alcanzar una D.O.eoon. entre 1,3 y 1,5. Los 100 mL iniciales

se centrifugaron en dos tubos Falcon de 50 mL a 2.500x9 por 5 min a 4"C. El

sedimento obtenido se lavó 2 veces con agua estéril fría centrifugando a 2-500x9 por 5

min a 4'C. Luego, cada tubo se lavó con 50 mL de agua estéril fría y se centrifugó

nuevamente a 2.500xg por 5 min a 4'C. El sedimento de células de cada tubo se

suspendió en 4 mL de sorbitol 1 M (estéril y frío), luego se volvió a centrifugar a

2.500xg por 5 min a 4"C y finalmente se suspendieron las células de cada tubo en 100

pL de sorbitol 1 M, almacenándolas a 4"C hasta su uso (no más de 3 días). De esta

manera se obtienen dos alícuotas de células electrocompetentes.
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2.3.6.2. Transformación de S. cerevrsrae por electroporación

Se mezcló una alícuota de células electrocompetentes con 100 ng del vector de

interés en 0,1 - 5 ¡rL de tampón TE o agua nanopura desionizada. Esta mezcla se

agregó a la cubeta de electroporación de 2 mm de paso y se ¡ncubó por 4 m¡nutos en

hielo. La electroporación se llevó a cabo en el equipo Gene Pulser Xcell Electroporation

System (BIORAD@), en donde se dio un pulso de 1,5 kV, 25 ¡tF y 200 O, y por un

tiempo de 4,5 - 5 m. Con el objeto de permitir Ia recuperación de las células se agregó

1 mL de medio YPD, traspasándose el contenido de la cubela a un tubo de 1,5 mL,

incubándose por t h con agitación a 28'C. Después de esto, el tubo se centr¡fugó a

1.000 g por 4 min y las células se lavaron con medio YMM. Se tomaron 100 pL y se

sembraron en una placa con YMM" Los 900 pL restantes se sedimentaron y se

resuspendieron en un volumen mínimo para ser también sembrados. Luego se analizó

las colonias transformantes, correspondientes a una célula que adquirió, por el vector,

la propiedad de v¡vir en un medio auxotrófico. La auxotrófia, en conjunto con un

plasmidio que recupere su prototrofia y un medio mín¡mo adecuado, permite

seleccionar las levaduras de interés.

2.3.6.3. Extracción de ARN de levaduras y síntesis de ADNC

Para la extracción de ARN de levaduras se empleó 10 mL de cultivo crec¡dos

por 2 días. Se centrifugó a 3.000x9 por 5 min, se eliminó el sobrenadante y se

congelaron los tubos en Nz líquido. Se agregó 1 mL de Tri Reagent y luego 100 pL de

perlas de vidrio de 0,5 mm. Se ut¡l¡zó vortex a temperatura ambiente con cada tubo,

procurando real¡zar esto de a uno ya que el trizol se filtra. Luego del vortex se incubó

cada muestra por I m¡n a temperatura ambiente, tras lo cual se agregó 200 UL de

cloroformo, agitándose suavemente y centrifugando a 12.000x9 por 10 min a 4'C. Se
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fansfirió cada fase acuosa a un tubo nuevo y se agregó 1 volumen de fenol

ácido:cloroformo 1:1, se mezcló y se centr¡fugó a 12.000x9 por 10 m¡n a 4'C, tras lo

cual se transf¡r¡ó la fase acuosa a un nuevo tubo limpio. En aquellos casos en donde se

obtuvo una interfase opaca blanca entre el fenol y la fase acuosa se volv¡ó a realizar la

separac¡ón con fenol ácido: cloroformo hasta obtener una interfase limpia.

Poster¡ormente, a la fase acuosa se le agregó 1,5 volúmenes de isopropanol frío, se

dejó ¡ncubando a temperatura ambienie por 10 min y se centrifugó a 12.000x9 por 10

min a 4'C, descartándose el sobrenadante. Se resuspendió en 50 ¡rL de HrO libre de

nucleasas, se agregó 500 pL de EIOH 75% y se centrifugó a 8.000x9 por 5 min a 4'C.

Descartándose el sobrenadante, se secó el tubo con el fin de eliminar las trazas de

EIOH y se resuspendió en 50 ¡:L de HrO libre de nucleasas, guardándose las muestras

a -80"C. Por último, se realizaron los análisis correspondientes de calidad e ¡ntegr¡dad

de ARN y síntesis de ADNC de manera similar a lo descriio en la sección 2.3.3.2.

2.3.6.4. Extracción de proteínas desde levaduras y anál¡s¡s de western Blot

Para realizar la etracción de proteínas se sedimentaron 10mL de cultivo

saturado de levaduras (D.O..oo =2,5¡, se descartó el sobrenadante y se suspendieron

en 100 UL de agua destilada. Se agregó 200 pL de NaOH 0,1M. Se incubÓ por 5

minutos y se sedimentaron a 5.000x9 por 3 m¡n. El sed¡mento obtenido fue suspendido

en 100 UL de tampón Laemml¡ (4% SDS, 20% Glicerol, 10% 2-p-mercaptoetanol,

O,OO4o/o azul de bromofenol, 0,125M Tris-HCl) mediante vortex por 30 s. Luego, la

muestra se incubó por 10 min a 80"C. Se centrifugó a 17.530x9 y se guardó a -80'C

hasta su utilización.

La electroforesis de las proteÍnas de levaduras se realizó mediante SDS-PAGE-

Esto y la posterior transferencia de protefnas a una membrana fueron realizádos en
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cond¡ciones estándar. El gel separador contenía de 12 a'l4o/o de acrilamida. Se utilizó

Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo ScientÍfic@) como marcador de peso

molecular. Para la transferencia se ocupó una membrana de nitrocelulosa. Los

anticuerpos utilizados corresponden a anti-GFP 
-preparado 

en ratón- y anti-ratón

lgG-peroxidasa. La detección de la señal del Western-Blot se realizó utilizando

Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientificr@) para

visualizar la actividad peroxidasa. Se utilizó una película fotográfica (Kodak) con el fin

de revelar las bandas correspond¡entes.

2.4. Vectores util¡zados

Los vectores usados poseen la tecnología Gateway@ y se listan en la Tabla Vll.

sem¡nar¡o de título.Tabla Vll. Resumen de los vectores empleados en el
Nombre vector Marcador de selección Descr¡pc¡ón

Vector de clonac¡ón

pCRS
Espectinomicina 50 Ug/mL

(en bacteria)
Vector de l¡gación y

clonam¡ento.

pCRSJIRGZ Espect¡nom¡cina 50 pg/mL
(en bacteria)

Vector de clonamiento con el
inserto de CDNA de /IRG7.

yectores de expres¡ón en levadLtras

pAG426GPD-ccdB-EGFP
Sensibilidad a ccdB (en

bacteria), URA+ (en
levadura)

Vector de expresión
constitutiva de GFP en

levadura.

pAG426GPDJIRGT-EGFP
Amp¡c¡l¡na 200 ug/mL (en

bacter¡a), URA+ (en
levadura)

Vector de expresión
constitut¡va de la fusión ITRGT-

GFP en levadura.

pAG426GPD-ccdB-HA
Sens¡bilidad a ccdB (en

bacteria), URA+ (en
levadura)

Vector de expresión
constitut¡va de HA en levadura.

pAG426GPD-/IRG7-HA
Amp¡cil¡na 200 pg/mL (en

bacteria), URA+ (en
levadura)

Vector de expres¡ón
constitutiva de la fusión ITRGT-

HA en tevadura.
Vectores de expres¡ón en plantas

pGWB5-ccdB-GFP
Sensib¡l¡dad a ccdB y

kanam¡cina 200 pg/mL (en
bacter¡a)

Vector de expresión
const¡tut¡va de GFP en plantas.

pGWBS-/IRG7-GFP Kanamicina 200 pg/mL (en
bacteria)

Vector de expres¡ón
constitutiva de la fusión ITRGT-

GFP en plantas.

pMDC85-ccdB-GFP
Sensibilidad a ccdB (en

bacteria) y kanamic¡na 200
uq/mL (en bacteria)

Vector de expresión
constitut¡va de GFP en plantas.
Presenta doble promotor 35s.
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Nombre vector Marcador de selección Descripc¡ón

pM DC85-/rRG7-GFP Kanam¡cina 200 ug/mL (en
bacteria)

Vector de expresión
const¡tut¡va de la fusión ITRGT-

GFP en plantas. Presenta
doble Dromotor 35s.

pGWBS-ccdB-His
Sensib¡lidad a ccdB (en

bactéria) y kanamic¡na 200
uq/ml (en bacteria)

Vector de expresión
constitutiva de ep¡tope de 6

histidinas en plantas.

pGWBS-/IRG7-His Kanamic¡na 200 Ug/mL (en
bacter¡a)

Vector de expres¡ón
constitutiva de la fusión ITRGT-
6xHis (epitope de 6 h¡st¡d¡nas)

en plantas.

El clonam¡ento del ADNo de ITRGT en cada uno de los vectores se llevó a cabo

mediante recombinación homóloga con el kit Gateway LR Clonase (lnvitrogen@) y

s¡guiendo las instrucciones dadas por el fabricante (número de catálogo 1 1791-020).

2.5. Extracc¡ón de ADN plasmidial

Con el fin de comprobar las transformac¡ones realizadas en las distintas

bacterias, se proced¡ó a la extracción del material plasm¡dial para poder utilizarlo en

reacc¡ones de PCR. Para ello, desde un cultivo de al menos 16 h de E coll o 48 h de

A. tumefaciens, transformadas con el vector de interés, se toman 1 ,5 mL y se

sedimentan por cenirifugación a 17.530x9 por 10 s. El sobrenadante fué descartado

dejando un volumen mínimo para resuspender las células (50 pL). Las células se

resuspendieron totalmente e inmediatamente después se agregó 300 pL de solución

amortiguadora TENS (TRIS pH 7,5 10 mM, EDTA pH 8,0 1 mM, NaOH 0,1 M y SDS

0,5%) y se mezcló en vortex por 2 s. Luego, se agregó 150 UL de acetato de potasio

(KAc) pH 4,7 3 M y se mezcló en vortex por 2 s. La suspensión fue centrifugada por 2

min a 17.530xg para sedimentar el ADN cromosómico y los res¡duos celulares- El

sobrenadante fue transferido a un tubo limp¡o y se le agregó 900 pL de EtOH 100% a

temperatura ambiente, inmediatamente el ADN fue sed¡mentado a máxima velocidad

por 2 min. El sobrenadante fue descartado y el sed¡mento se lavó 2 veces con 1 mL de
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EIOH 80% preenfriado a -20"C. Finalmente, el ADN se dejó secar y se resuspend¡ó en

20 pL de agua l¡bré de nucleasas con RNAsas 1ougiml.

2.6. Partidores, reacciones de PGR y visualización de los amplificados

Los partidores se diseñaron de acuerdo a los criterios mostrados en Ia Tabla

Vlll, según su función en PCR convencional o PCR cuantitativo. Los partidores

empleados en el presente seminario de título se encuentran l¡stados en la Tabla lX.

Tabla Vlll. Criterios utilizados en el programa Oligo Analyzer para el diseño de part¡dores según
su uso en PCR convenc¡onal o PCR cuant¡tat¡vo.

PCR convenc¡onal
0

Concentración Na
Conentrac¡ón Mg** 2 mM 2 mM

Concentración dNTP's 0,2 mM 0,2 mM
T. Entre 52' a 58' Entre 60' a 63', ideal 61 "

D¡ferenc¡a T- entre
partidores Forward y

Reverse
No más de 5" No más de '1"

Comentar¡os generales

Considerar partidor reverse
en el extremo 3'UTR del

mensajero. La longitud de
los partidores puede ser
hasta de'14 pb mín¡mo.

^G 
> -6 Kcal/mol en homodimero y heterodimero

Tabla lX. Partidores empleados en el seminario de título.

Partidor Tm Secuencia del part¡dor
fc) (5' - 3')

Descripción

Ol¡go dT
CGCCACGCGTCGACTItGTA-

CTT T TT TT T T TT TTT TT T
Partidor que permite sintet¡zar

CDNA a partir de mRNA

ITRGT-F ATGGGCA.I\ACGAGTAGl ATCA
Partidores que permiten

amplif¡car el ORF de /TRG7,
con un tamaño de 1080 pb (en

cDNA)ITRGT-R CACT :I'C.¡.GA'I T CAC},4:TTACT

q-|TRGTF 61 ,7 CAAC.q.AG,qT CCAG},G TCAC']' GA
Partidores que permiten

ampl¡ficar 177 pb del extremo
3' UTR de ITRG7. Utilizados

en reacc¡ones de qPCRq-|TRGTR 60,1 AATTGTATCAGACACCCACTlG

q-ACT2-F CC T T C T CCAT T TG! T T GT T TCAT
Partidores que ampiifican
105pb del gen de actina 2.

Ut¡lizado como gen de
referenc¡a en qPCRq-ACT2-R GC.A,AT-lAIiGAGGCA 1'CAAII TalalA

q-UBQ10-
F

Part¡dores que amplif¡can
127pb del gen de ubiqu¡tina

10. Ut¡l¡zado como referencia
en exper¡mentos dé qPCR

ACCAGCAGCGT C T CAT C T T

q-UBQ10-
R

GCATAACA']ACACGAGA']]TTAGAA
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Tm Secuencia del partidor
DescripciónPartidor fc) (5' - 3')

q-PP2A-F CATACT T TC TCC TCT C T T3T C TT
Part¡dores que ampl¡fican

1 1 1pb del gen de proteína
fosfatasa 2. Ulilizado como

gen de referencia en
exper¡mentos de qPCR.

q-PP2A-R C¡,AATACGC C CAACGAlTCAA

clcl -f ATGTCAGAGAAATTCCCTCCTTTGGA Part¡dores que ampl¡f¡can
702pb del gen de la cadena

liviana de clatrina de levadura.clcl-r 60 ¡.GCAC CGGGTlGCCT TCGCGT

Las diferentes reacciones de PCR se hicieron siguiendo el protocolo mostrado

en las Tablas lll y lV del numeral 2.3.3.1, variando la temperatura de hibridación según

los partidores utilizados. En el caso de levaduras, se hicieron PCR de colonia, para lo

cual se tomó med¡ante una punta de p¡peta una pequeña fracc¡ón de la colonia a

analizar y se diluyó en 10 pL de H2O. Se tomó 1 ¡.tL de esta soluc¡ón como templado

para la reacción de PCR.

La visualización de los productos de los diferentes PCR del presente seminario

de t¡tulo se real¡zó mediante geles de agarosa, grado analítico, al 1,5Vo plv en TAE 1X

(Tris-base 40 mM pH 8,0, ácido acético glac¡al 19 mM y EDTA pH 8,0 1 mM). Se cargó

por pocillo 12 pL de cada muestra de PCR mezclada previamente con 3 UL de solución

de carga (glicerol 30% plv, azúl de bromofenol O,25o/o plv, xilenecianol O,25o/o plv). La

electrofores¡s se llevo a cabo a 100 V por 45 min. En seguida, el gel se incubó en

bromuro de etidio (2 mg/L) por 15 min y se observó en transiluminador SYNGENE

modelo SYDR/2082. En todos los geles se empleó 10 pL de marcador de peso

molecular Gene Ruler (Fermentas@) lkb Plus, 1kb, 100bp Plus ó 100bp (50 ng/pl c/u),

elegidos para cada ocasión de acuerdo a los pesos esperados de las bandas de

¡nterés.



2.7. Cuantificación de los niveles de transcrito mediante PCR cuantitativo

Las reacc¡ones de PCR cuantitativo (qPCR) se llevaron a cabo util¡zando el

equipo Mx3000P (Stratagene@) y el kii Brilliant lll Ultra-Fast SYBR Green QRT-PCR

Master Mix (Agilent Technologies@) siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante.

Para cada ronda de reacciones se consideraron controles negativos de amplificación

de ARN que no fue sometido a transcripción reversa y, además, controles negat¡vos de

reacción para cada par de partidores (sin templado de ADNc). Como genes de

referencia se emplearon los genes de Actina 2 (ACT2), Ubiqu¡tina 10 (UBQ10) y

Proteína Fosfatasa 2 (PP2A). Para todas las reacciones se consideró 20,3 pL de

volumen f¡nal y se utilizaron los siguientes componentes:5 ¡lL mix partidores 400 nM

c/u (concentración final 100 nM), 10 pL Solución Br¡ll¡ant lll 2x, 1 pL templado ADNc a

50 ng/ul, 0,3 pL ROX 2 UM (concentración final 30 nM) y 4 pL HrO libre de nucleasas.

En la Tabla X se muestra el programa utilizado.

rabla x. Prosrama de qPcR ut¡lizado€n l::jl[t::f;.??:rimentos de medic¡ón de los n¡veles

30s
10 s
20s
1 min

30s

Los análisis de los resultados obtenidos de los PCR cuantitativos se h¡c¡eron

mediante los programas MxPro v4.10 (Stratagene@), LinRegPCR v2012.0 (Ruijter,

2009; Tuomi, 2010) y NormFinder v20 (Andersen, 2004).

95
30s
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2.8. Análisis del fenotipo en estrés iónico de las plantas de A. thaliana

Los fenotipos a evaluar fueron la tasa de crecimiento y germinación, largo de

raÍz principal y biomasa, comparando los resultados obtenidos de plantas mutantes

itrg7-1 y plantas tipo silvestre en los diferentes medios conteniendo diferentes iones

(ver Tabla ll, numeral 2.2.4). Pa"a el fenotipo de crec¡m¡ento y germinación se evaluó Ia

presencia de radícula a los 7 días post-sembrado. El largo de raíz se midió utilizando

fotograffas y el programa tpsDig (http://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlfisoftware.html). La

cant¡dad de masa fresca de las plantas se midió con ayuda de una balanza analítica de

0, 1 mg de prec¡sión.

2,9. Análisis del fenotipo en estrés iónico de Saccharomyces cerevisiae

Se evaluó el crecimiento de levaduras transformadas con /IRG7 en condic¡ones

de estrés ión¡co, comparándolas con el control respect¡vo. Para ello, se crec¡eron

cultivos líqu¡dos de las d¡stintas cepas de levaduras hasta alcanzar una OD6oo = 4,

luego se prepararon alícuotas dilu¡das de este cult¡vo (1110, 111OO, l/1000) y se sembró

por duplicado las diferentes cepas. Las placas se incubaron a 28'C por 1 semana. La

cantidad de días es var¡able, ya que una misma cepa presenta tasas de crecimiento

diferentes frente a los disiintos metales y sus concentraciones.

2,10. Microscopía de epifluorescenc¡a de levaduras transformadas

Las levaduras transformantes con el vector de expresión pAG426GPD-ccdB-

EGFP o el vector pAG426GPD-/IRG7-EGFP fueron observadas en un microscopio de

epifluorescencia lX-70, Olympus@. Se utilizó tinción DAPI para observar el núcleo.

Para ello, cultivos de ODeoo = 0,5 fueron incubados con 2,5 pg/ml de DAPI

(conceniración stock a 'f mg/ml) y visualizadas empleando el filtro ópt¡co respectivo

para obtener ¡mágenes en el microscopio de ep¡fluorescencia.



3. RESULTADOS

3.1. Análisis informático de ITRGT

A la fecha, se carece de trabajos publicados con alusión directa a /IRG7.

Considerando resultados de análisis de coexpresión obtenidos con anterioridad en el

laborator¡o (Dr. Alexander Vergara, manuscrito en preparación), en donde se encontrÓ

que /IRG7 se coexpresa con proteínas involucradas en el transporte de iones, es que

se decidió, a manera de recabar antecedentes, realizar una búsqueda de ¡nformación

de ITRGT con herram¡entas bioinformáticas. Estas d¡versas herramientas permiten

predecir, analizar y recopilar información respecto de la estructura primaria y

secundaria de la proteína, la posible localización subcelular de la misma y de los

patrones de expresión del gen que la codifica.

Para analizar la presencia de domin¡os en la proteína se utilizó la herramienta

lnterProScan, cuyos resultados se observan en la Figura 2. Este primer anális¡s

muestra que ITRGT corresponde a una proteína de membrana que posee diez

dominios transmembrana, un péptido señal que la dirige al retÍculo endoplásmico y

cuatro dom¡n¡os asoc¡ados a la función de transporte: metabolitos/drogas y resistencia

multidroga/transporte de eflujo.

Trrplrpnn_--1Fñ668i6----orus/m.t.bolil.t'nsport.r
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F¡gura 2. Análisis de ITRGT con lnterProscan, Se ident¡fican dos dominios asociados con

transporte de metabolitos y drogas (barras azules), un dominio que no ha sido clasificado aÚn

(barra naranja), un péptido señal a retículo endoplásmico (barra roja), diez dom¡nios
transmembrana (barras verdes) y dos dominios asoc¡ados a resistenc¡a multidroga y transporte
de eflujo (barras amar¡llas).
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3.1.1. ITRGT es una proteína transmembrana con péptido señal

Los análisis con los programas Phobius (Kall y col., 2004), TmHMM (Krogh y

col., 2001) y Sosui (Hirokawa y col., 1998), que predicen putat¡vos dom¡nios

transmembrana, arrojaron que ITRGT presenta diez dominios transmembrana (Tabla

Xl). Este resultado nos indica que es de esperur in-vivo una distribución subcelular en

al menos una de las membranas que se encuentran en la célula. Como conirol de la

capac¡dad de predicción de estos programas se real¡zó el mismo anál¡sis con el

transportador lRT1, cuya primera caracterización funcional se realizó en levaduras

(Eide y col., 1996). lRTl es una proteína de alta importancia en el transporte de hierro

en raÍces de A. thaliana, que se localiza y ancla en la membrana plasmática dados sus

ocho dominios transmembrana (Vert y col., 2002)- Al util¡zar la secuencia de lRT1,

arroja la cantidad esperable de ocho dominios transmembrana (Tabla Xl), con lo que la

capacidad predictiva de los programas es refozada.

Tabla Xl. Resultados arrojados por los programas de predlcc¡ón de dom¡nios transmembrana
Los números ind¡can la cant¡dad de dom¡n¡os transmembrana que pred¡cen en las proteínas

analizadas.

Proqrama ITRGT IRTI
Phobius 10
TmHMM 10

8

De los programas de predicción de péptido señal SignalP (Bendtsen y col.,

2004), PrediSi (Hiller y col., 2004) y Sosuisignal (Gomi y col., 2004) se desprende que

lRTl presenta pépt¡do señal, lo que es congruente con la dest¡nac¡ón a membrana

plasmáiica que presenta esta proteína (Vert y col., 2002). En el caso de |TRG7, dos de

los tres programas utilizados dieron pos¡t¡vos para la presencia de péptido señal.

10



3.1,2. ITRGT se destina a Ia ruta secretor¡a

Los resultados obtenidos con los programas de pred¡cción de localización

subcelular TargetP (Emanuelsson y col., 2000), Predotar (Small y col., 2004) e IPSORT

(Bannai y col., 2002) arrojan que ITRGT se dest¡na a la vía secretoria y descartan su

destinación a organelos como mitocondrias o cloroplastos. Lo mismo se obtiene para la

proteína lRT1, demostrando que las predicciones son congruentes con lo obtenido

experimentalmente (Vert y col., 2002) (ver Tabla Xll). Por otro lado, en las diversas

herram¡entas ¡ntegrat¡vas de bases de datos consultadas, se reporta a ITRGT como

una proteína de función desconocida a la que se le han asignado tres términos GO

(Gene Ontology), correspondientes a: GO0003674 (función molecular desconocida),

GO0016020 (componente de membrana) y GO0012505 (componente de sistema de

endomembrana). Se predice la presencia de un sitio de fosforilación por proteína

kinasa C (PKC) (Ser7), tres s¡tios de fosfor¡lación por caseina kinasa ll (CKll) (Ser245,

Ser335 y Ser354) y seis sitios de miristoilación (Gly85, Gly96, Gly141, Glyl74, Gly256

y Gly305). Todos estos s¡t¡os podrÍan constituir una vía de regulac¡ón postraduccional

de la actividad de |TRG7. En la Figura 3 se aprecia la topología de |TRG7,

señalándose los s¡tios de posibles modificac¡ones postraduccionales y el péptido señal.

Esta imagen se construyó utilizando como base lo obtenido con los programas

TOPPRED (von Heüne, 1992) y RBDE (Skrabanek y col., 2003).

Tabla Xll. Resultados de la pred¡cc¡ón de localizac¡ón subcelular para ITRGT e lRTl, ambas
destinadas a la vía secretoria.

Programa ITRGT lRTl
TarqetP 1.1 VÍa secretoria Vía secretoria

Predotar Posiblemente ER
No mitocondria, no No m¡tocondr¡a, no

cloroplasto cloroplasto
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3.1.3. ,fRG7 se expresa preferentemente en semilla y en raíz de Arabidopsis

Los patrones de expresión de ITRGT observados con la herramienta eFP

Browser (Winter y col., 2007), al comparar su expresión con la de genes de expresión

constitut¡va como Actina 2 (F¡gura 4), Ubiquitina 10 Figura suplementar¡a 1) o proteína

fosfatasa 2A (Figura suplementaria 2), dan cuenta de que /IRG7 presenta una

expresión preferente durante el desarrollo de la semilla y, posteriormente, en la raíz de

la planta. No se observan diferenc¡as significat¡vas entre la expresión de /IRGZ y los

genes de expresión const¡tutiva en los demás estad¡os y estructuras de la planta (ver

Figuras suplementar¡as 3, 4 y 5).

3.1.4. La expresión de IIRGT cambia ante estrés salino y osmótico

eFP Browser (Winter y cols, 2007) arroja que el patrón de expresión de ITRGT

cambia cuando se someten plántulas de 18 días de A. thaliana a estrés salino (150mM

de NaCl) y osmótico (300mM de Manitol), según da cuenta la Figura 5. Estos cambios

de niveles de transcrito muestran un comportamiento dual de la expresión de ITRGT'

dependiendo de la estructura de la planta que se analice, ya que se tiene una represión

de la expresión en raíces (color azul) y una inducción de la expresión en la roseta

(color rojo). En ambos tratam¡entos de estrés abiótico los cambios de expresión

ocurren dentro de órdenes de magnitud s¡milares. También es posible observar un

aumento de la expresión de ITRGT en ambos tipos de estructuras vegetales ante un

estrés por calor. No se observan cambios de expres¡ón luego de tratamientos de

sequia (ver Figura 5), genotoxicos, oxidativos, de heridas o por exposic¡ón a rayos UV-

b (ver F¡guras suplementarias 6, 7 y 8).
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Figura 4. Patrones de expresión de ,IRGZ según interfaz eFP Browser. Los colores rojos o
azules indican aumento o dism¡nución en la expres¡ón, respectivamente, al comparar la

expresión de ITRGT con el gen de referencia Actina 2. Los números indican las veces de
cambio en el nivel de transcrito de ITRGT respecto a los niveles de transcritos del gen de
referencia. A: expresión de /TRGZ durante el desarrollo de la semilla con datos de microarreglos
del año 2005. B: expresión de ITRGT durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del año 2010, con detalle de las estructuras internas de la semilla, lo que permite

visual¡zar que /IRGZ presenta un aumento de su expresiÓn en la cubierta. C y D: expresiÓn

aumentada de /IRGZ en la raíz, tanto en el estadío de cotiledones abiertos como en aquél que
presenta la estructura de roseta. lmagen adaptada de los análisis real¡zados en la plataforma
eFP Browser.

Cotiledones abiertos
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F¡gura 5. Camb¡os en la expresión de /IRG7 luego de diversos tratam¡entos. Destacables
son tos cambios bajo tratamientos de estrés salino (150mM NaCl) y osmótico (300mM Manitol),
en donde se observa disminución de la expres¡ón en raíces (color azul) e inducción de la

expres¡ón en la parte aérea de la planta (color rojo). Lo números a la derecha indican las veces
de camb¡o en los niveles de transcrito detectados, y corresponden al tiempo del fatamiento
indicado con asterisco. Se utillzó como gen de referencia Actina 2. lmagen adaptada de los
anális¡s realizados en la plataforma eFP Browser.
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3.2. Evaluación de los niveles de transcrito de ITRGT en plantas de

Arabidopsis fáalíana tipo silvestre

En vista de que los antecedentes recopilados sobre /TRG7 corresponden a

¡nferencias electrónicas y que no existen publicaciones asociadas a la func¡ón de este

gen, es que surge la necesidad de investigar empÍricamente la posible part¡cipación de

ITRGT en la respuesta a estrés iónico.

Como un primer ensayo se planteó la medic¡ón relativa de los niveles de

transcrito de /IRG7 en plantas de A. thaliana tipo silvestre sometidas a tratamientos de

cultivo en presenc¡a de diferentes iones. El estudio del los niveles de transcrito de

/IRG7 nos br¡ndará un primer acercamiento en cuanto a s¡ existe o no una regulación

del gen, pregunta que surge ya que ante este escenario de estrés ión¡co el organismo

debe reorganizar procesos celulares y moleculares con el fin de adaptarse. De ser

ITRGT un gen involucrado en estrés iónico, es esperable que la actividad de la proteína

que cod¡fica, la tradurción del ARNm o la transcripción de su ADN se vean alterados

en presencia de niveles no usuales de iones, siendo este últ¡mo punto al que se apunta

con este experimento.

3.2.1. Los n¡veles de transcrito de IIRGT dism¡nuyen en presencia de iones

Con la finalidad de evaluar s¡ existe un efecto de metales o sal a n¡vel de

cantidad de transcrito de |TRG7, plantas i¡po silvestres de 14 días fueron traspasadas

por '10 días (protocolo estándar del laboratorio para la evaluación de genes IIRG) a

medios adicionados con 20pM de CdClz,200pM de Cdclr, 15 UM de CuSO¡, 100pM

CuSO¿, 100mM NaCl, 150mM NaCI y 250mM de NaCl, tras lo cual se realizó

extracción de ARN de planta completa y fueron analizadas para evaluar los n¡veles de

transcrito de /IRG7 mediante el uso de RT-qPCR. Para este experimento se empleó el

análisis estadístico de análisis de varianza de una vÍa (ANOVA) con una prueba
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posterior de Tukey, ya que poseemos un factor (plantas de A. thaliana t¡po silvestre)

sometido a varias cond¡ciones (concentraciones de iones) y con solo una variable

respuesta (n¡veles de transcrito de lTRGn. Los resultados completos del anális¡s

estadístico se muestran en la Tabla Anexo ll.

Los resultados arrojan que en tratamientos con 20UM de CdClz (Figura 6,

segunda barra) las plantas no mostraron cambios de la expresión relat¡va de IIRGZ

pero sí lo hic¡eron a una concentrac¡ón de 200pM (F¡gura 6, tercera barra), donde

presentan una d¡sminución en cincuenta veces de la expresión relativa de ITRGT en

comparación al control (representado en la primera barra de la Figura 6). De manera

s¡milar, bajo tratamientos de 15 y 100 ¡.tM con sulfato de cobre (Figura 6, barras cuarta

y tercera, respectivamente), se revela una disminución de los niveles de transcrito en

ambas condiciones, disminuyendo en aproximadamente cuatro veces la cantidad

relaliva de transcrito de /IRG7 en comparación con el control. lgual comportamiento se

observa en los tratamientos con cloruro de sodio (Figura 6, barras sexa, sépiima y

octava), en donde en 150mM se redujeron los transcritos en un 4070 y en 250mM se

obtuvo una disminución estadísticamente s¡gnificativa en 50 veces comparado con la

situación control. En la Figura Suplementaria 9 es posible observar ¡mágenes

representativas de los fenotipos de las plantas luego de los hatam¡entos realizados.

De los resultados obtenidos se desprende que existe un transcrito proven¡ente

del gen /TRGZ y que las correlaciones estadísticamente significativas obtenidas

demuestran que ante la presencia de cadmio, cobre o sal los niveles del transcr¡to de

/IRG7 son menores a lo observado en una condición control, sin la adición de metales

o sal. Los resultados con NaCI de esle anális¡s -si bien exper¡mentalmente no son

comparables- van parcialmente en línea con lo observado luego del tratamiento salino
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de la Figura 5, en donde a partir de las 3h ocurre una dism¡nución de los niveles de

transcrito de ITRGT en raí2.

";!$-":T.:1-.:?*:.1.;§
F¡gura 6. Niveles relat¡vos de transcr¡to de ITRGT en plantas t¡po s¡lvestre tratadas con
distintos iones. Las barras representan e¡ promed¡o e ¡ncluyen la desv¡ac¡ón estándar de dos
exper¡mentos ¡ndependientes de cualro plantas completas c/u (excepto a 150mM de NaCl, en
donde se real¡zó un experimento). Cada ensayo de RT-qPCR cons¡st¡ó en tres réplicas técn¡cas
por gen. Se empleó ANOVA de una vía con una prueba poster¡or de Tukey y se muestran las
d¡ferencias significativas obtenidas con p<0,001 en relac¡ón al control (s¡n exposic¡ón a iones)-

3.3. Caracter¡zac¡ón molecular de Ia mutante insercional ,'frg7-l

Como una manera de invest¡gar la función biológica de ITRGT se planteó la

utilización de genética reversa en Arabidopsis thaliana. Esta estrategia, basada en la

alteración de un gen de interés mediante algún tipo de mutación, nos permitirá evaluar

y atribuir posibles cambios fenotípicos a Ia modificac¡ón del gen de |TRG7. Para ut¡lizar

genética reversa se recurrió a la colecc¡ón de mutantes Salk, la que consiste en una

colección de mutantes de Arab¡dopsis thal¡ana oblenidas med¡ante la ¡nserción en el

genoma de un fragmento de T-DNA de aproximadamente 9kb, con el fin de generar

mutantes con pérdida de función (Alonso y cols, 2003). Empleando este recurso se

encontró y solicitó aquella mutanie disponible que presenta esta inserción en el gen de
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|TRG7, la cual fue denom¡nada itrg7-1, de acuerdo a las pautas de nomenclatura

suger¡das para estudios de biología vegetal (Meinke y cols, 1997).

La mutante ifrgT-l presenta la inserción de T-DNA en la zona del promotor de

ITRGT (uer Figura 1, sección 2.3.3.1 de Materiales y Métodos), lo que podría afectar la

expresión del gen, pero no const¡tuye una modificación de la estructura primaria de la

proteÍna. Considerando esto, surge la pregunta: ¿ocasionaran estos pos¡bles cambios

de expresión de ITRGT un fenotipo diferente en estrés iónico por parte de plantas ifrgT-

l, comparándolas con su contraparte iipo silvestre?

3.3.1. itrgT-l es una mutante insercional homocigota

Para comenzar a trabajar con itrgT-l es necesario comprobar el estado de

homocigoz¡s de la inserción, con el fin de evitar que exista un alelo funcional que

pudiese suplir la carencia o atenuar los efectos que ocasiona el alelo deletéreo. Esta

comprobac¡ón se llevó a cabo med¡ante la amplif¡Gación de segmentos de ADN que

debiesen estar presente en plantas de la línea ¡trg7-1 o en plantas de línea silvestre

(Wt) ó compartidos por ambas líneas. Para ello, se extrajo ADNg de las líneas y se

selecc¡onó la ampl¡ficac¡ón de segmentos de Aciina, del gen neom¡cin fosfotransferasa

(gen npfll)- que está presente en el casete de la inserc¡ón de T-DNA y le confiere a

las plantas transformantes resistencia a kanamic¡na-, del promotor de /IRG7 y una

combinación de partidores que debiese amplificar un segmento que comprende parte

de la inserción de T-DNA y parte del promotor de |TRG7. Los detalles de los partidores

se encuentran en la Tabla lll (numeral 2.3.3.1 de Materiales y Métodos). Los resultados

de este anális¡s, que consideró la extracción de ADNg de dos plantas Wt y dos plantas

ifrgT-1, se muestran en la Figura 7. De este análisis se desprende que:
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1) Se obtuvo ADNg de buena cal¡dad de ambas líneas, ya que la ampl¡ficación de

actina muestra una banda en el carril de cada planta y del tamaño que corresponde

(836pb).

2) El gen de selección de las plantas tránsformantes en base a la resistencia a

kanam¡cina, nptll, amplificó sólo en plantas mutantes (banda de 655pb), lo que se

corresponde con Ia presencia de este gen en la inserc¡ón de T-DNA y Ia ausencia en

plantas tipo silvestre.

3) Se obiuvo la amplificación de un segmento del promotor de ITRGT (p/IRG7, 504pb)

en plantas tipo silvestre y no en plantas itrgT-1, lo cual es esperable ya que los

partidores usados flanquean la zona donde se encuentra la inserción, y ésta, al ser de

gkb, presenta un tamaño que no puede ser amplificado por la ADN polimerasa

empleada. De paso, es el indicio de que itrg7-1 no es una línea heterocigota, ya que se

hubiese obtenido esta banda a partir de un alelo silvestre.

4) La combinación de partidores LBb1.3 y p/IRG7-R resultó en la amplificaciÓn de un

segmento de 390pb aproximadamente, y sólo se obtuvo en las plantas itrg7-1,1o que

es esperable al ser LBbí.3 un part¡dor que h¡brida sólo en la ¡nserción de T-DNA, la

cual no está presente en plantas tipo silvestre.

De éstos análisis se concluye que la línea itrgT'1 es una línea mutante, que

contiene una ¡nserción de T-DNA en el promotor de ITRGT en condic¡ón homoc¡gota.

De la misma manera, se concluye que la línea tipo silveshe no presenta una inserción

de T-DNA, lo que descarta la presencia de vectores que posean este gen de selecc¡ón

y sign¡fiquen una alterac¡ón dentro de la línea tipo silvestre.
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F¡gura 7. Génot¡pificación de itrg7-1. Se muéstran las bandas obtenidas luego de la

ampt¡f¡cac¡ón de los genes de act¡na, nptll, zona del promotor de ITRGT (plTRGn y una zona
que abarca parte de la inserc¡ón de TDNA y parte del promotor (LBb1.3- p/IRG7-R). Para este

anális¡s se extrajo ADNg de 2 plantas t¡po s¡lvestres (Wt 1 y Wt 2) y 2 plantas ¡trg7-1 (¡trg7-1 I e

itrgT-1 2). EI control negat¡vo (C-) consistió en ampl¡fcación sin adic¡onar templado.

3,3.2, Línea mutante presenta menos niveles de transcrito de ,fRG7

Dado que la ¡nserc¡ón en itrg7-l se encuentra en la zona del promotor del gen,

es necesario evaluar los niveles de transcrito de ITRG7. Antes de proceder con este

análisis, se realizaron los ensayos correspondientes paaa la evaluación de los

partidores diseñados tanto para la sÍntesis de ADNo como para los experimentos de

PCR cuantitativo (qPCR), obten¡endo en todos ellos resultados satisfactorios e idóneos

(análisis no mostrados) para proseguir con su util¡zación. Luego, se realizó PCR semi

cuant¡tat¡vo y cuantitativo con tej¡do vegetal proveniente de plantas itrg7-l y plantas

t¡po silvestre. Se evaluó los niveles de transcrilo en tej¡do foliar (PCR semicuantitativo)

y lejido de planta completa (RT-qPCR). En ambos se evaluó plantas de 21 días. Los

resultados obtenidos se encuentran en las F¡guras 8 y 9, respectivamente.
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Figura 8. Anál¡s¡s de preséncia de transcr¡to de ITRGT en ho¡a" Se realizÓ un análisis
med¡ante PCR sem¡cuant¡tativo a part¡r de hojas de plantas de 2l días. Como control positivo se
empleó la amplificac¡ón de ADNo de actina y se utilizaron 2 tipos de controles negat¡vos:
templado s¡n tratamiento de transcriptasa reversa (s¡n RT) y reacc¡ones s¡n templado (C-).

Tlposilvost.o ittgT-1

Figura 9. Anál¡sis de los niveles de transcrito de ITRGT en planta completa. El análisis fue
real¡zado mediante PCR cuantitativo (RT-qPCR). Se real¡zó un anál¡sis con tres réplicas
técnicas. Barra de error = desv¡ación estándar.

De la Figura I se desprende que fue posibte obtener ADNC de las líneas de

Arabidopsis pues el control de actina amplificó en ambos ADN y el control negat¡vo de

síniesis de ADNc (reacción s¡n transcriptasa reversa, RT) no resultó en amplif¡cac¡ón

alguna. En seguida se infiere que la mutante itrg7-l no presenta el transcrito de ITRGT

en hoja y que la contraparte t¡po s¡lvestre sí lo presenta pero de manera tenue (Figura

8, indicado con flecha blanca), lo que se corresponde con lo evaluado con la

herramienta eFP browser al comparar la expresión de act¡na con ITRGT (Figura 4 del

numeral 3.1.4). A nivel de planta completa se concluye que plantas mutantes itrgT-l de

21 días crecidas en medio MS presentan un 57yo menos de transcrito ITRGT en

comparación con su contraparte t¡po silvestre (Figura 9).
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3.4. Análisis comparativos de plantas tipo silvestre y mutantes itrg7-l

Los organismos mutantes a menudo constituyen la clave para entender la

función de los genes que poseen alterados (Alberts y cols, 2002). Sin embargo, dado

que las mutaciones podrían interrumpir procesos celulares que van más allá de la

función directa del gen, es necesar¡o estudiar la línea mutante itrgT-l y evaluar si la

inserción de T-DNA acompañada con la disminución en un poco menos del 60% del

transcr¡to de ITRGT posee, en primer lugar, un fenot¡po ¡ntrínseco no asociado con

estrés iónico, para posteriormente evaluar la aparición o exacerbación de un fenotipo

en estas plantas mutantes que se pueda atribuir a los tratamientos de cultivo con iones.

Considerando lo anterior, se propuso como objet¡vo el estudio de aspectos

fenotÍpicos como la tasa de germinación, el largo de rafz principal y el peso fresco de

plantas iipos silvestre y mutantes itrgT-l,lanto en condiciones control como en las

condiciones que son de nuestro ¡nterés, r.e. cultivo en medios con iones.

3.4.1. Respuesta germinativa de ilrgT-1

La respuesta germinativa de la mutante itrgT-l en presenc¡a de iones fue

evaluada. Para ello se sembró semillas tipo s¡lvestre y semillas mutantes itrgT-1 y se

calculó la tasa de germinación transcurr¡dos 7 días de sembrado en medios con: 50pM

y 100UM de CdCl2;sDtrM y 100¡LM de CUSO4; 100mM y 150mM de NaCl ;conirol sin

adición de iones (Figura 1o). Los datos presenfados en la F¡gura 10 muestran que la

germinación de la mutante insercional itrg7-l se comporta como planta tipo silvestre,

tanto en medios con iones adic¡onados como en medio control.

Sin embargo, se realizaron dos análisis de ANOVA con prueba poster¡or de

Tukey, tomando los datos de tasa de germinación de las plantas silvestres por un lado

y por otro, los datos correspondientes a la tasa de germinación de las plantas

mutantes, encontrándose que las tasas de germinación observadas en el gráfico de la
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Figura 10 de cada grupo (tipo silvestre o mutante) entre un tratamiento y otro no son

significativas en su mayoría (ver Tabla Anexo lll), salvo las tasas de germinación de

plantas tipo silvestre que d¡firieron significat¡vamente entre el control y 50t¡M de CdClz,

entre 100 uM de CUSO4 y 100mM de NaCl; así como también entre 100¡.tM de CdCl2 y

150mM de NaCl y entre 100mM de NaCl y 150mM de NaCl. De esta manera se

desprende que, considerando el conjunto de ¡ones y concentraclones de las

condiciones evaluadas, la tasa de germinación de semillas tipo s¡lvestre se ve afectada

y no así la de plantas mutanies itrgT-1 (vet f abla Anexo lll).

t¡po silvestre

¡trg7-1
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F¡gura 10. Tasa de germinación de plantas itrgT-1 en medios adicionados con iones. Se
cuantificó la germ¡nación de 25 sem¡llas tipo silvestre (barras blancas, Wt) y 25 sem¡llas
mutantes (barras n egrcs, ¡trg7-1) a los 7 días de sembrado en medios ad¡c¡onados con: 50pM y
'100!M de CdC12, 50pM y'l00UM de CuSOa, 100mM y 150mM de NaCl y control s¡n adición de
iones. Se ensayó dos réplicás biológicas para cada cond¡ción, con tres repl¡cas técn¡cas cada
una. Se comparó el porcentaje de germ¡náción de semillas tipo s¡lvestres con el de semillas
itrgT-l bío un mismo tratamiento mediante el test estadíst¡co t-Student no pareado, con
p<0,05. Barra de error = desv¡ación estándar.
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3.4.2. Cuantificación de largo de raíz de plantas ifrgT-l

La longitud de la ¡aíz principal de plantas mutantes y tipo s¡lvestre crecidas en

medios con iones fue cuantificada. Para ello se sembraron plantas tipo silvestre y

mutantes ¡trg7-1 en medios suplementados con: 50pM y 75pM de CdCl2; 50pM y

100pM dé CuSO¿; 100mM y 150mM de NaCl; y medio conirol, m¡diendo el largo de raíz

a los 10 dÍas. En la Figura 1l se muestran los resultados obtenidos. Los resultados dan

cuenta de que 
-bajo un mismo tratamiento- el largo de la raíz principal de plantas

mutantes ¡trg7-1 es similar al de plantas tipo silvestre, salvo en el tratamiento a l50mM

de NaCl, donde el largo de raíz de plantas mutantes ifrgT-l es significativamente mayor

en 2,45mm al de plantas tipo silvestre (Figura I l).

Por último, se realizaron dos análisis de ANOVA con prueba posterior de Tukey,

analizando ¡os datos de largo de raíz obtenidos por grupo (tlpo s¡lvestre o mutanie),

encontrándose que las longitudes de raíz entre un tratamiento y otro son -en
general- significai¡vamente d¡ferentes (ver Tabla Anexo lV). La dism¡nución observada

en el crec¡miento de la raíz es consecuencia de los meiales evaluados y la sal, lo que

ha sido previamente reportado (Marschner, 1995).
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Figura 11. Comparación largo de raíz entre plantas tipo silvestre e itrg7-7 en medios
suplementados con cadm¡o, cobre y cloruro de sod¡o, Se mid¡ó el largo de raíz pr¡nc¡pal a
los 1O días de sembrado en med¡o control y con la adic¡ón de 50pM de Cdolr, 75pM de Cdclr,
50pM de CuSOa, 100pM de CuSOa, 100mM de NaCl y 150mM de NaCl. Se comparó el
promed¡o del largo de raíz de plantas t¡po s¡lvestres (barras blancas) con el de planlas itrgT-1
(barras negras) bajo un mismo tratam¡ento. Se ensayó dos répl¡cas b¡ológ¡cas para cada
cond¡ción, con tres réplicas técnicas cada una (n = 30 plantas). t-Student no pareado, p<0,01.
Barra de error = desviac¡ón estándar.

3.4.3. Medición de peso fresco de planlas ¡trg7-1

Plantas tipo silvestre y mutantes itrg7-1 de 14 días fueron traspasadas a medios

con distintas concentraciones de cadmio, cobre y cloruro de sodio y se cuantificó su

peso fresco luego de 10 dias de tratamiento. En promedio, plantas if4g7-l pesan

27,17m9 más que plantas tipo silveslre en cond¡ciones control (Figura 12). En la misma

línea, una diferencia se registró luego del tralam¡ento con 50¡rM de CuSO¿, en donde

plantas mutantes itrgT-1 pesan 42,24m9 más que plantas tipo silvestre, indicando que

esta concentración de cobre exacerba la diferencia (Figura 12). En el resto de las

condiciones evaluadas no se encontraron diferencias estadísticamente significativas

entre plantas mutantes y tipo silvestre (al compararlas en un mismo tratamiento),

desprendiéndose de esta manera que cobre (1S¡-tM o 100¡rM), cadm¡o (758M o 200¡rM)

E t¡po sil\,/estre

- itrgT-1



y cloruro de sodio (100mM, 150mM o 250mM) no afectan ni exacerban la diferencia

entre plantas t¡po sllvestre y mutantes.

Por último, se realizaron dos análisis de ANOVA con prueba posterior de Tukey,

tomando los datos de peso fresco de las plantas silvestres por un lado y por otro, los

datos correspondientes al peso fresco de las plantas mutantes, encontrándose que las

diferenc¡as de peso fresco observadas en el gráfico de Ia Figura 12de cada grupo (tipo

s¡lvestre o mutante) entre un iratam¡enlo y otro son signif¡cativas (ver Tabla Anexo V).

Así, los tratamientos afectan por igual a plantas tipo silvestre y mutantes lf4g7-1.

§ .i.,* .9' .po* -.e* -9o' .so" .*9 .*P -*"o »§- o§"..t ^"§ ss s uo* .tl§
Figura 12. Medición peso fresco de plantas tipo s¡lvestre e itrgT-i luego de tratam¡entos
con medios suplementados con iones. Se evaluó el peso de plantas de 24 días (14 días
postgerminación y luego tratadas por 10 días) con: 20pM, 75pM y 200UM de CdCl2; 15FM,
50pM y l00pM de CUSOa; 100mM, 150mM y 250mM de NaCl. Se compararon los promed¡os de
plantas t¡po s¡lvestre (barras blancas) y mutantes Írg7-l (barras negras) bajo un m¡smo
tratam¡ento. Se ensayó dos réplicas b¡ológ¡cas para cada cond¡c¡ón, con tres répl¡cas técn¡cas
cada una (n = 24 plantas). t-Student no pareado, *=p<0,05; *.=p.0,0t. Barra de error =
desv¡ación estándar.

3.5. Clonam¡ento del ADNc de ITRGT en vectores de expresión en plantas y

levaduras

Como segunda aproximac¡ón para abordar el estudio se planteó la expresión

heteróloga de ITRGT utilizando levaduras como hospedero. El empleo de levaduras
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como herram¡entas de expresión heteróloga ha sido extensamente aplicado en

ciencias biológicas (Romanos et al, 1992). Por otro lado, la elaboración de constructos

para la sobreexpresión de ITRGT en Arabidopsis permitirá contar con herramientas

moleculares que facil¡tarán continuar con la investigación de este gen, tanto en una

base mutante como silvestre.

Ya sea en levaduras o en plantas, la sobreexpresión de un gen de inierés

podría causar fenotipos mutantes (Prelich, 2012), las que al compararlas con el

respectivo control, nos pueden otorgar pistas sobre la implicancia de /IRGZ en estrés

¡ón¡co.

Para lograr obtener los constructos que permitan la expresión de ITRGT en

levaduras y en plantas, es necesario aislar su fragmento codificante desde Araórdopsis

tipo silvestre. Teniendo esto en cuenta, se propuso como objetivo la obtenc¡ón y el

clonamiento del ADNc de /IRGZ en veciores de expresión en levaduras y en vectores

de expresión en plantas. Por último, se realizó la transformación de levaduras con los

vectores obtenidos.

3.5.1. Extracción de ARN y síntes¡s de ADNG de ITRGT

De una planta completa de Arabdopsr.s t¡po silvestre se extrajo ARN,

obteniendo una concentración de 442,2 ng/pl y valores para las razones de

absorbancia 2601280 y 260/230 de 2,',6 y 2,04, respectivamente, indicando que el

material obienido se encuentra en condic¡ones adecuadas para ser ut¡lizado. La

¡ntegr¡dad del ARN fue evaluado mediante un gel denaturante, no encontrándose

s¡gnos de degradación (Figura 14A). Luego, se rcalizó la sÍntesis de ADNo mediante

RT-PCR. Para descartar la presencia de ADNg se realizó un control sin la enzima

transcr¡ptasa reversa (RT). La calidad del ADNc resultante fue evaluada med¡ante PCR

con los partidores ITRGT-F, ITRGT-R y actina. Se obtuv¡eron dos bandas que están



dentro del margen de tamaño esperado para ITRGT y actina, de 1080pb y de 688pb,

respectivamente (Figura 14B, flechas blancas). En el caso del control sin RT, no se

obtuvo amplificado, descartándose la presencia de ADNg (Figura l4B, carriles "Sin

RT"). Empleando este ADNc como templado, se realizó un PCR util¡zando la

polimerasa Pfu para obtener ADNo de ITRGT -sin codón de térm¡no, para generar

proteÍnas de fusión con GFP o etiquetadas con el epitope HA- y con mejor fidelidad,

ya que esta enzima presenta actividad exonucleasa 3')5', que le permite córregir

errores durante la sfntesis de nuevas hebras. De esta manera se obtuvo el ADNC de

ITRGT para clonarlo en un vector, de manera de generar las herramientas moleculares

que permitan su posterior expresión.

B)

i.5kb

1kb

750pb

500pb

Con R- Sir RT

ITRGT Aclina C- ITRGT Aclina C-
< 286rRNA

< 1BSTRNA

Figura '13. Extracción de ARN y obtención del ADNG d6 ITRGT desde Arabidopsis
thaliana. A) Fotografia de un gel denaturante en donde se observa ARN obtenido de
Arab¡dopsis. En flechas negras se señalan las bandas correspondientes a ARN r¡bosomal 28s y
18s. B) Bandas obten¡das med¡ante amplif¡cación por PCR empleando como templado el ADNc
s¡ntetizado desde eIARN aislado. En carriles bajo "cón RT" (RT = enzima transcriptasa reversa)
se observan bandas dentro del margen de tamaño esperado, de '1080pb para ITRGT y de
688pb para Actina. En el control "s¡n RT" no se observan bandas, descartando la presencia de
ADNg.
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3.5.2. Clonamiento de ,IRG7 y recombinación en vectofes de expresión en

levadura y planta

Una vez purificado el producto de PCR amplificado con la enzima Pfu se

procedió a realizáI el cionamiento de /IRG7 en el vector de entrada pCR8, que posee

la tecnología de recombinación Gateway@. Enseguida, se transformó E coll y se

cultivó en medio de selección con antibiótico espectinomicina. De las colonias

transformantes se seleccionaron 10, a las cuales se realizó extracción de ADN

plasmidial. Mediante PCR (Figuras 154, 1 58 y I 5C) y digestión enzimática (Figura

15D) se comprobó la presencia y la orientación del inserto ADNc de /IRG7. Los

cr¡terios para definir cual plasmidio presenta el inserto de ITRGT en la orientación

deseada para el poster¡or subclonamiento en los vectores de expresión son: obtenc¡ón

de una banda de 1080pb al util¡zar los partidores ITRGT-F e ITRGT-R (Figura 15A),

obtención de una banda de 1227pb al util¡zar los partidores M13-F e ITRGT-R (Figura

158), obtenc¡ón de una banda de 1250pb al utilizar los part¡dores ITRGT-F y M13-R

(Figura 15C) y obtención de dos bandas de 469pb y 3428pb, respectivamente, al

utilizar en conjunto las enzimas de restr¡cc¡ón Sacl y EcoRV (F¡gura 15D). De las

colonias 2, 4, 5, 7 y 10 --{ue cumplen con los requis¡tos antes planteados- se

escogió la 4 y la 7 (Figura 15, flechas negras) y se envió a secuenciar las regiones

clonadas en los vectores. Ambas secuenciaciones (datos no mostrados) demuestran

que la secuencia nucleotídica del ADNC clonado de ITRGT es igual al de la secuencia

dispon¡ble en la base de datos -salvo 
por la ausencia del codón de termino, según el

diseño de la estrateg¡a- y que se encuentra en la orientación correcta.
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Figura'14. Comprobac¡ón del clonam¡ento y or¡entación del fragmento de ADNC de ITRGT
en vector pCR8. Se utilizó ADN plasmid¡al purificado de diez colonias como templado para las
reacciones. A) Productos de PCR utilizando part¡dores ITRGT-F e ITRGT-R, tamaño esperado:
1080pb. B) Amplif¡cados de PCR ut¡lizando part¡dores M13-F e ITRGT-R, tamaño esperado:
1227pb. C\ Productos de PCR utilizando los part¡dorés ITRGT-F y M13-R, tamaño esperado:
1250pb. D) D¡gestión con enzimas de restr¡cc¡ón Sacl y EcoRV, se muestra un esquema con las
bandas y tamaños esperados acorde a la orientación del inserto. Alcostado izqu¡erdo se ind¡can
los pesos moleculares del marcador de cada fotografía (carril M). En flechas negras se señalan
los plasmidios escog¡dos para tealizar la recombinac¡ón en vectores de expres¡ón en levadura y
plantas. Controles: Las flechas blancas indican el control pos¡tivo, obtenido con los part¡dores
ITRGT-F y R, utilizando como templado ADNc; controles negat¡vos no t¡enen templado.

Por último, se realizó la reacclón de recombinac¡ón del vector pCRS-/IRGZ con

los vectores de expresión en levadura pAG426-ccdB-EGFP y pAG426-ccdB-HA y los

vectores de expres¡ón en plantas pGWB5-ccdB-GFP, pGWBS-ccdB-HlS y pMDC8S-

ccdB-GFP, los cuales previamente fueron anal¡zados med¡ante digestión enz¡mática

(datos no mostrados) para descartar la presenc¡a de otro inserto o contaminac¡ón. Los

productos de estas recombinaciones fueron transformados en E. coli y se

seleccionaron colonias transformantes en base a su resistencia a ant¡bióticos (revisar

Tabla Vll del numeral 2.4). Posteriormente se comprobó la presencia y la orientación
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del inserto de ITRGT en los vectores purif¡cados desde las colonias transformantes

med¡ante PCR y digestión enz¡mática (datos no mostrados) obteniendo que, en cada

vector util¡zado, la presencia y orientación del inserto ITRGT e¡a el correcto. Se

prepararon criotubos con glicerol para almacenar las colonias a -80"C. De esta manera

los vectores de expres¡ón de |TRG7, tanto en plantas como en levaduras, están

disponibles en E- cof.

3.5.3. Transformación de A. tumefaciens con vectores de expresión de ITRGT

Se transformaron Agrobacteium tumefaciens con los vectores de expres¡ón en

plantas (pGWB5, pGWBB y pMDCS5), tanto la versión con el inserto de /IRGZ como

también sin inserto, para ser ut¡¡izados como condición control a futuro. Se

selecc¡onaron tres colon¡as obtenidas por evento de transformaclón y mediante PCR

de colonia se analizó la amplificación del inserto de ITRGT en cada uno de los

vectores, obteniendo los resultados de la Figura 16. Se observa la ausencia de

amplificado en el caso de las transformantes sin inserto y una banda del tamaño

esperado de 1080pb en los vectores con inserto, salvo en la colonia 3 de pGWBS-

ITRGT (Figura 16C), donde no se observa amplificado.

Sin l¡6€rto Con lñserto

¡¡ 1 ? I 4 5 6 C-
A'1,5k¡

1kb

B'r.nr¡

clr

Figura 15. Ver¡f¡cac¡ón de transformantes de A. tumefaciers con vectores de expres¡ón
en plantas. Se extraio ADN plasmidial de tres colon¡as obtenidas por evento de transformación
y se realizó PCR para amplificar ITRGT (1080pb). A) Plasm¡dio pNilDCSS sin inserto (colonias 1

a 3), con ¡nserto (colonias 4 a 6). B) Plasmidio pGWBS sin ¡nserto (colon¡as 1 a 3), con inserto
(colonias 4 a 6). C) Plasm¡dio pGWB5 sin inserto (colon¡as 1 a 3), con inserto (colonias 4 a 6).
Al costado izquierdo se ¡nd¡can los pesos moleculares del marcador de cada gel (carril M). Se
ut¡lizó un control negat¡vo sin templado.
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3.5.4. Transformación de levaduras con vectores de expresión de ITRGT

Se transformaron levaduras con los vectores sin inserto -a las que denominó

como HA y GFP- y con los vectores de expres¡ón del marco de lectura abierto de

/IRG7, denominadas ITRGT-HA e ITRGT-GFP. Se seleccionaron las transformantes

crec¡éndolas en med¡o mínimo carente del nucleótido uracilo, ya que por un lado, la

cepa de levadura empleada presenta auxotrófia para uracilo, y por otro, los vectores

recuperan la prototrofia de sÍntesis de este nucleótido. Se seleccionaron dos colonias

obtenidas por evento de transformación. Posteriormente, se realizó PCR de colonia

para evaluar la presencia y orientación del inserto de ITRGT en aquellas colonias

transformantes con vector con inserto. En aquellas colonias transformantes con vector

sin inserto se evaluó la presencia del segmento ccd8, el cual debiese estar presente ya

que, al no haber ocurrido un evento de recombinación, permanece en el vector.

Para cada transformante se obtuvieron los resultados esperables según el

vector analizado, esto es, para los vectores con ¡nserto, se obtuvo la presencia de

ITRGT en la orientación correcta, y en el caso de los veciores sin ¡nserto, se determinó

que estas colonias poseen el fragmento de ccdB (datos no mostrados).

3.6. Presencia de ITRGT recomb¡nante en levaduras

Los vectores de expresión en levaduras utilizados en el presente seminario de

tÍtulo perm¡ten la identificación y visual¡zación de una proieína recomb¡nante que,

depend¡endo del vector, posee en su extremo carboxilo terminal, un epitope HA

(|TRG7-HA) ó la proteína fluorescente verde GFP (|TRG7-GFP). Estos elementos

facil¡tan el análisis de la prote¡na recomb¡nante mediante métodos inmunoquím¡cos (HA

y GFP) y v¡suales (GFP), con ¡os cuales se puede estudiar, en levaduras

transformantes, la presencia de una proteína de fusión de ITRGT y su localización a

nivel celular. En este trabajo se recurrió a técnjcas de transcripción reversa, Western
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Blot, y microscopía de epifluorescencia con el objetivo de evaluar la presencia de un

transcr¡to de ARN y un producto proteico atr¡buible a |TRG7, además de su localización

celular en levaduraS transformantes.

Se reallzó sintesis de ADNC desde ARN de levaduras transformadas con los

vectores con inserto 
-denominadas 

ITRGT-HA1, ITRGT-HA2, ITRGT-GFP1 e ITRGT-

GFP2- y desde una levadura sin transformar (tipo silvestre). Como control para

descartar la presenc¡a de ADNg o de ADN plasmidial se realizaron sendas reacciones

en paralelo sin la enz¡ma transcriptasa reversa (RT). La calidad del ADNo sintetizado

fue analizada mediante ampl¡ficación por PCR de la cadena liviana de clatrina, gen

cuyo ARN debiese estar presente tanto en levaduras transformadas como enlas no

transformadas, con un tamaño esperado de 702pb. En la Figura 17 se observa la

obtención de una banda del tamaño esperado en todas las reacciones a partir de

templado sintetizado con RT -tanto en levadura t¡po s¡lvestre como en las

iransformadas- (Figura 17, carriles 1 , 3, 5, 7 y 9) no así en los controles sin RT,

descartando la presencia de ADNg o ADN plasmidial (Figura 17, carriles 2, 4, 6, I y 9),

por lo que se cuenta con ADNC de levaduras para realizar posteriores análisis.

Tipó sllvestre ITRGT-HA 1

Sin RT Srn Rf
ITRGT+IA 2 ITRGT-GFP 1 ITRGT.GFP2

Sin RT Siñ Rf c'
1kb

7O0pb

500pb

F¡gura 16. Verif¡cación de síntes¡s de ADNC de levadura med¡ante amplificación de
cadena l¡v¡ana de clatrina. En carriles 1,3, 5,7 y 9 se empleó templado obtenido mediante
transcr¡plasa reversa (RT). En carriles 2,4,6,8 y 10 se ocupó templado de reacc¡ones sin RT-
En todos los carriles con RT ese observa una banda del tamaño esperado (702pb). Al costado
¡zqu¡erdo se ¡nd¡can los pesos molecu¡ares de¡ marcador (carril M). Se ut¡lizó un control negat¡vo
sin templado.

Enseguida se real¡zó un PCR con los ADNo sintet¡zados para evaluar la

presencia de transcritos de los constructos ITRGT-HA e ITRGT-GFP. En el caso de las

r§ ffi
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levaduras ITRGT-HA1 e ITRGT-HA2 se ampl¡ficó el fragmento correspondiente a

|TRG7, de 1080pb. En el caso de las levaduras ITRGT-GFPI e ITRGT-GFP2 se

amplificó el constructo recombinante ut¡lizando los partidores ITRGT-F y GFP-R, de un

tamaño esperado aproximado de 1600pb. Los controles positivos de las reacciones

fueron ADN plasmidial purif¡cado (el mismo con el cual previamente se realizaron las

transformaciones de las levaduras). En la Figura 1B se observa la obtención de los

fragmentos esperados en las dos levaduras ITRGT-HA y en las dos levaduras ITRGT-

GFP (no así en la levadura tipo silvestre), por lo que se cuenta con levaduras que

producen transcritos de /IRG7 y transcr¡tos de ITRGT-GFP.

U, 
" 

TposilYedre ITRGT'

lk¡r§

.HAi .HA2

*b

C.

7l0pb riilirirrt'
B)

rkb*
Figura 17. Las levaduras transformadas generan un transcrito recombinante de rfRGT. A)
Se observa la ampl¡ficación de una banda esperada de 'l080pb en las levaduras ITRGT-HA1 e

ITRGT-HA2. B) Se observa la amplif¡cación de una banda esperada de aproximadamenle
'l600pb en las levaduras ITRGT-GFP1 e ITRGT-GFP2. Al costado ¡zquierdo se ind¡can los
pesos moleculares del marcador (carril M), Carril C-; control negativo sin templado. Carr¡l C+:
controles posit¡vos (ADN plasmid¡ales pAG426-|TRG7-HA y pAG426-|TRG7-EGFP usados
como templado).

Luego, se real¡zó extracc¡ón en condiciones denaturantes de proteínas totales

de levadura transformada con el vector pAG426-ccdB-EGFP (sin inserto), de levaduras

ITRGT-GFP1 e ITRGT-GFP2 y de una levadura previamente caracterizada en el

laboratorio que expresa una proteína recomb¡nante con GFP como control positivo

(gentileza de la Dra. Daniela Urb¡na). Con estos extractos se realizó un ensayo de

Western Blot, mediante detección por quimioluminiscencia y poster¡or revelado

fotográfico, obteniendo una señal anti-GFP en la muestra de ¡evadura con vector s¡n
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¡nserto, con un peso molecular aparente de 25kDa (Figura 19, carril GFP). En las

levaduas ITRGT-GFP1 e ITRGT-GFP2 se detectó al menos tres bandas de entre 25 a

30 kDa (Figura 19, carriles ITRGT-GFP1 e ITRGT-GFP2). En el caso del control

pos¡t¡vo se obtuvo dos señales 
-reportadas 

previamente en el laboratorio- de 70 y 25

kDa, respect¡vamente (Figura 19, carril C+). De estos resultados se desprende que: 1)

la e)dracc¡ón de proteínas y el poster¡or Western Blot permiten detectar proteínas GFP

pos¡t¡vas; 2) ¡a levadura con vector sjn ¡nserto genera proteína fluorescente verde ya

que ¡a señal es de tamaño aparente s¡milar al esperado de 25 kDa y 3) las levaduras

ITRGT-GFP1 e ITRGT-GFP2 contienen péptidos GFP posit¡vos, sin embargo están

alejadas del peso molecu¡ar aparente esperado de 67 kDa para la proteina

recomb¡nante ITRGT-GFP. No se realizó Western Blot con extractos de levaduras

ITRGT-HA ya que el anticuerpo ant¡-HA no estaba disponible.

óÓ óe.l', 
^',++- § c+
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Figura 18. Las levaduras transformantes ITRGT-;FP producen una prote¡na cFP pos¡t¡va.
Imagen del revelado fotográfico de una membrana luego de realizar Western Blot. Carril GFP:
corresponde a muestra proveniente de levadura transformada con el vector pAG426-ccdB-
EGFP, se espera una banda de proteína con una m¡gración electroforética correspondiente a
una proteína de aproximadamente 25kDa. Carriles ITRGT-GFPI e ITRGT-GFP2: corresponde a
muestras proven¡entes de dos levaduras transformantes, se espera una señal correspondiente
a una proteína de 67kDa. Carril C+: corresponde a una proteína fusionada a GFP caracterizada
previamente en el laboratorio, cuya señal es cercana a los 70 kDa.

Posteriormente, se analizó con microscopía de fluorescencia las levaduras

transformantes, tanto GFP como ITRGT-GFP. Para ello se tomó una muestra de

colonia de levaduras y se dispuso en un portaobjeto con cubreobjeto. Se tomaron
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imágenes en campo claro y en modo fluorescencia de GFP. En la Figura 20 se

muestran imágenes representat¡vas de las observaciones realizadas (Figura 20, filas A,

B y C) a levaduras vector sin inserto (F¡gura 20, columna "Transformantes GFP") y

levaduras ITRGT-GFP (Figura 20, columna "Transformantes ITRGT-GFP"). En las

transformantes GFP se observa una distr¡bución de la señal fluorescente en gran parte

de la célula, con zonas en donde no hay fluorescenc¡a. Este patrón encaja con una

distribución citoplasmática esperada de GFP, en donde las zonas sin fluorescenc¡a

denotarían la presencia de vacuolas (indicado con flechas blancas en las imágenes,

Figura 20), a las cuales la proteína GFP no ingresa. En el caso de las transformantes

ITRGT-GFP se observa un patrón de distribución de la señal fluorescente d¡stinta al

control GFP, acotada, en el interior de las levaduras (ind¡cada con flechas ro.jas en las

imágenes, Figura 20), la que es observable en aproximadamente un 33% de la

población analizada. A esta disfibución particular de ITRGT-GFP la denom¡naremos

como "cuerpo GFP pos¡t¡vo".

De la poblac¡ón de transformantes ITRGT-GFP que presentan fluorescencia, la

mayoría denota la presencia de sólo 1 cuerpo GFP posit¡vo. Teniendo en cuenta que

sólo se encuentra I núcleo por célula, se realizó tinción con DAPI con el fin de evaluar

si este cuerpo GFP positivo colocal¡za con el núcleo de las levaduras. En la Figura 21,

imágenes representativas de esle ensayo se muestran en campo claro, DAPI y GFP,

tanto para el control transformantes GFP (filas A y B, F¡gura 21) como para las

transformantes ITRGT-GFP (filas C y D, Figura 21). Tanto en las transformantes GFP

como en ITRGT-GFP es posible observar un cuerpo DAPI positivo (señalado con

flechas blancas), ¡ndicando la presencia de ADN y por ende, del núcleo. No obstante,

esta señal no colocaliza con el cuerpo GFP positivo de las transformantes ITRGT-GFP

(indicando con flechas rojas), descartándose la presencia de ITRGT-GFP en el núcleo.
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T¡ansformantes GFP Translormantes ITRGT-GFP

Campo chro Campo claro

Figura 19, ITRGT-GFP presenta una distribución d¡screta en levaduras. Filas A, B y C: imágenes representat¡vas de transformantes
GFP e ITRGT-GFP en campo claro y GFP- Flechas blancas ¡ndican vacuola, flechas rojas indican el cuerpo GFP posit¡vo observado en

transformantes ITRGT-GFP. Barra de tamaño = 5uM.

o,s
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F¡gura 20. La distribución de ITRGT-GFP en levadura es d¡ferente a la del núcleo. lmágenes representat¡vas de levaduras
transformantes GFP (filas A y B) e ITRGT-GFP (filas C y D) en campo claro, DAPI y GFP. Flechas blancas indican núcleo, flechas rojas
indican el cuerpo GFP posit¡vo observado en transformantes ITRGT-GFP. Barra de tamaño = 'l0plvl.
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3.7, ITRGT limita el crec¡miento de levaduras en presenc¡a de ¡ones

Ya que se obtuvieron levaduras transformantes ITRGT-HA e ITRGT-GFP y sus

respectivos controles (vectores sin ¡nserto) HA y GFP, se dio paso al estud¡o del

crecimiento de estas levaduras en medios con iones con el objeto de evaluar posibles

fenotipos asociados a la presencia de proteínas recombinantes de |TRG7. Para ello, se

ut¡lizó med¡o YMM líquido y sólido con adición de NaCl, CuSO¿, ZnSO , CdCl, ó Coclr.

Estos tres últimos metales se evaluaron dada su característica de metales pesados

que tienen efectos deletéreos en la agricultura.

En la Figura 22 se muestran fotografías representativas de colonias de

transformantes crec¡das en placas con sal, zinc, cobre, cadmio, cobalto y el control sin

adición de iones. El experimento fue realizado en dos réplicas biológicas y tres réplicas

técnicas cada una. Los resultados denotan que las levaduras transformantes crecen

por igual en medio control, indistintamente del vector (Figura 22, filas 1 a I del control).

Sin embargo, en medios con adición de metales se observan diferenc¡as: colon¡as de

levaduras transformantes ITRGT-GFP (Figura 22, filas I y 2) e ITRGT-HA (Figura 22,

filas 5 y 6) crecen con una menor tasa que las levaduras transformantes control GFP

(Figura 22, filas 3 y 4) y control HA (Figura 22, filas 7 y 8) en medios con 0,5 y 1M de

NaCl, 1omM de ZnSOa, I y 3mM de CUSO4 y con 75uM de CdClz. En 500uM de CoClz

no se observaron diferencias entre transformantes ITRGT y los controles GFP o HA.

De esta manera, se desprende que ITRGT confiere sensibilidad a las levaduras cuando

son crecidas en medios enriquecidos con sal, zinc, cobre y cadmio.

Además, se realizó un ensayo de crecimiento de levaduras transformantes

ITRGT-GFP, ITRGT-HA, GFP y HA en med¡o líqu¡do suplementado con 1mM de

CuSO¿, 500pM de CoCl2 y 50uM CdClz, midiendo la OD66s cada 24h por 4 días,
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partiendo de una OD600 de 0,1 en cada caso. En la Figura 23 se muestra un gráfico con

los resultados obtenidos. A las 24h se observa que, tanto en cobre como en cobalto,

las transformantes GFP y HA han alcanzado una OD6qo mayor que ¡as transformantes

con |TRG7. En cloruro de cadmio, transformantes ITRGT-GFP han alcanzado una

OD5¡6 ligeramente superior que GFP, HA o ITRGT-HA. Cuando las curvas de

crec¡miento están llegando a fase estacionar¡a (96h), se observa que en cobre, cobalto

y cadm¡o, tanto GFP como HA han alcanzado una ODooo superior a sus respectivas

contrapartes con |TRG7, confirmando lo obse¡vado en los ensayos en medio sól¡do

(placas): ITRGT l¡m¡ta el crecimiento de las levaduras en medios enriquecidos con

iones. Más aún, esie ensayo muestra que en presencia de cobalto esta lim¡tac¡ón

también está presente, lo que no fue evidente en los ensayos en medio sólido.
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Figura 21. ITRGT en levadura S. cerevisiae conñere sensib¡lidad a sal, z¡nc, cobre y cadmio. Fotografías de ensayos de crecim¡ento
de colonias transformantes ITRGT-GFP (filas 1y2), GFP (filas 3 y 4), ITRGT-HA (filas 5 y 6) y HA (filas 7 y 8) en placas de YMM
suplementadas con 0,5 y 1M de NaCl, 1omM de ZnSO¡, 1 y 3mM de CuSOa, 75pM de CdCl2, 5OO!M de CoCl2 y el control en med¡o YMM
sin iones adic¡onados. Cada par de columnas de colon¡as representa un duplicado de dilución seriada 1/10, 1/1OO y 1/1OOO de un cultivo
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Figura 22. Ensayos de crecimiento de levaduras transformantes en medio líquido. Se
evaluó el crecimiento de ¡as levaduras transformantes ITRGT-GFP, ITRGT-HA, GFP y HA en
medio liquido suplementado con 1mM de CUSO¿, 500pM de CoClz o 50UM de Cdclr. Se midió
la OD6oo cada 24h por4 días. ODooo inicial = 0,1. Los datos corresponden a una réplica biológica
sin réplicas técnicas.



4. DISCUSIÓN Y PROYECCIONES

4.1. Análisis estructurales de ITRGT

Los anál¡sis realizados sobre ITRGT con herram¡entas computacionales dan

cuenta de una secuencia am¡noacíd¡ca que posee un péptido señal y diez dominios

transmembrana, componentes que indicarían -aunque sin ser suficientes por si

solos- estar ante la presenc¡a de una proteína transmembrana cuya localizac¡ón

subcelular está d¡rigida hacia un compartimiento membranoso, ya que el péptido señal

detectado corresponde al de dest¡nación a retículo endoplasmático, descartando su

dest¡nación a mitocondria o cloroplasto, según se muestra en la Tabla Xll. Más aún,

presenta dominios que son característicos de proteínas con función de transporte de

metabolitos y/o drogas (Figura 2), lo que complementa la idea de que esta proteína

transmembrana posea algún t¡po de activ¡dad de transporte.

En un principio se pensó que la detección de sitios de fosforilación por PKC

(k¡nasas calc¡o-fosfol¡p¡do dependientes), de miristoilación y de fosforilac¡ón por CKll

(kinasas dependiente de caselna ll) podrían constituir mecanismos postraducc¡onales

de la actividad de ITRGT (Figura 3). Sin embargo, las plantas carecen de proteínas

PKC (Munnik y Testerink, 2009) y la m¡r¡stoilación de protefnas -si bien ocurre en

plantas- es específica en una glicina cuya ubicación sea adyacente a la metionina del

extremo am¡no terminal (Farazi y óo1., 2001), por lo que es altamente probable que los

sitios detectados en ITRGT sean falsos positivos. Los falsos posit¡vos (y también falsos

negativos) no constituyen un hecho aislado para este t¡po de modificac¡ón

postraduccional y la comunidad c¡entífica ha puesto el tema en discusión desde hace

un tiempo para definir un nuevo método de predicción (Maurer-Stroh y col., 2002). Por

último, las CKll son Ser¡na/Treon¡na kinasas presentes en todos los organismos
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eucariontes, conformadas por dos subunidades catalíticas o y dos subunidades

regulatorias B.

En Arabidopsis se ha descrito que las cuatro subun¡dades se expresan de

manera ubicua en todos los tejidos, describiéndose roles en procesos fis¡ológicos como

como señalizac¡ón por luz, r¡tmos circad¡anos, respuestas hormonales, control del ciclo

celular y t¡empo de floración (Jayant, J. y col.,2012). Una doble y una triple mutante de

los cuatro genes de subun¡dad o existente en Arab¡dopsis muestran un fenotipo

hiposensible a NaCl (Jayant, J. y col., 2012). En remolacha, la subunidad o es inducida

por NaCl y ha sido mostrado que aumenta la toleranc¡a a esta misma sal en levadura

(Kanhonou y col., 2001). Estas evidencias sustentan la idea de que ITRG7, bajo el

contexto de estrés sal¡no, podría ser un blanco de estas enzimas y en respuesta

asociada al estrés. Los sit¡os predichos de fosforilación por CKll se ubican en zonas

accesibles de la proteína (Figura 3, en azul).

Según los datos de microarreglos, ITRGT se expresa de manera preferencial en

sem¡¡la y en raíz (Figura 6), e interesantemente, su expres¡ón cambia ante estrés

sal¡no, reprimiéndose en raíces y aumentando en el tejido foliar (Figura 5).

4.2. N¡veles dé transcrito de ITRGT como evidencia de su participación en

estrés íónico

En este Seminario se ha demostrado que los niveles de transcrito de ITRGT

cambian de manera significativa cuando las plantas son somet¡das a tratamientos con

cadm¡o, cobre y NaCl (Figura 6). La disminución observada da cuenta de una

regulación transcripc¡onal en |TRG7, pero no es suficiente para asignarle un rol

pivotante en la respuesta a estrés iónico, ya que la disminución puede ser por efecto

d¡recto, ¡nmediato, de la presencia de los iones evaluados, así como por una respuesta
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tangencial o derivada, producida por acontec¡mienios moleculares o fisiológicos

causados por estas condic¡ones. En plantas, cadmio modif¡ca la ruzón FelZn -4e

hecho su absorción es mediante los transportadores de estos metales- e impide la

absorción del hierro y el normal transporte de calcio, magnesio, fosforo y potasio (Root

y col., 1975; Pence y col., 2000). De manera temprana, en hojas produce una

disminución de los contenidos de clorofila y carotenoides, así como un aumento en

HrO2 (Martínez-Peñalver y col., 2012). Todos estos efectos conllevan al fenot¡po f¡nal

de plantas envenenadas con cadmio: inhibición del crecimiento y clorosis. Nuestros

resultados muestran que a 20uM de cadmio no hay cambios en los niveles de

transcr¡to de ITRGT pero sí a 200lrM, dism¡nuyendo en 50 veces, mostrando un efecto

concentrac¡ón-depend¡ente. Previamente se ha demostrado que tratam¡entos por una

semana a concentraciones de 10 a 20uM de cadmio en Arab¡dopsis no tienen mayores

efectos en la relación planta-agua o as¡m¡lación de carbón, pero a concentraciones

mayores (>50¡rM) se observaron d¡sminuciones concentrac¡ón-dependiente en peso

fresco y en la conductancia de Ia hoja (Perfus-Barbeoch y col., 2002).

La toxicidad por cobre reduce el crecim¡ento, afecta la estructura de la

membrana del tilacoides, altera el transporte celular y mod¡fica niveles de metabolitos

(Schiavon y col. 2007). La inhibición del crecimiento de la raíz principal ocurre de

manera concentración dependiente, desde 25pM, con una completa inhibición a 50¡rM

de sulfato de cobre (Lequeux y col., 2010). En nuestros resultados, una disminución de

75% en los niveles de transcr¡to de /IRG7 se reg¡stró tanto a 15uM como a 100pM de

sulfato de cobre, mostrando independencia de la concentración utilizada.

Los efectos deletéreos de NaCl en plantas son el resultado de una def¡c¡encia

de agua -lo que conlleva a estrés osmóticG- y el exceso de iones de sodio en
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procesos bioquímicos claves (Zhang y Blumwald, 2001). Los niveles de transcrito de

/IRG7 disminuyen desde un poco menos de la mitad (a '150mM) hasta 50 veces (a

250mM), mostrando un efecto dependiente de la concentración. Está reportado que

ocurre una d¡sminución de la tasa de crecimiento de la raíz principal dependiente de la

concentración de NaCl (J¡ang y col., 2007); que 150mM de NaCl genera una respuesta

moderada a estrés salino en Arabidopsis (Jiang y Deyholos, 2006), mientras que

250mM disminuye la tasa de germinación en un 40% (Quesada y col.,2002) e inh¡be

completamente el crecimiento de la raíz principal, causando finalmente la muerte

(Jiang y col., 2007).

No obslante los d¡versos efectos bioquímicos o fisiológicos de cadmio, cobre y

sal, ITRGT muestra un denominador común ante el tratam¡ento con estos metales:

d¡sminuye sus niveles de transcrito de manera dependiente de la concentración.

4.3. Caracterización de la mutante itrgT-1

Se comprobó la mutante obtenida de la colección Salk itrgT-l, corroborándose

su inserción en el promotor de ITRGT y homocigozis. La inserción causa una

disminución en los niveles de transcr¡to en alrededor de un 60% a nivel de planta

completa. En hojas tipo s¡lvestre se observó una tenue banda que no está presente en

hojas mutantes. Pese a ello, esta inserción en el promotor no implica diferencias en

cuanto a las tasas de germ¡nación (Figura 10) o largo de raíz (F¡gura 11) con aquellas

obtenidas en semillas tipo silvestre, tanto en la condición control como ante la

presencia de cadmio, cobre o cloruro de sodio, excepto en el largo de ruiz a 'l50mM de

NaCl, que discutiremos más adelante. Recordemos que en plantas t¡po s¡lvestre /IRGZ

presenta altos niveles de transcrito en semilla y rafz (Figura 4, sección 3.'1.4), por lo
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que se desprende que una disminución de 60% en la capacidad de generar transcrito

no causa, de haber, un fenotipo aberrante, lo que se puede expl¡car por:

1) La reducción en los n¡veles de transcrito de por si no impacta en la cantidad de

protefna y funcionalidad de |TRG7.

2) ITRGT forma parte de una familia de 47 genes t¡po nodul¡na en Arabidopsis. Frente

a la disminución de transcrito de |TRG7, otro gen de la fam¡lia podría suplir su func¡ón

en raíz o semilla.

3) Otro gen puede sobrellevar la carencia de n¡veles adecuados de transcrito de /IRG7

y producir (o ya estar presente) una proteína de función sim¡lar.

En el caso de NaCl, se obtuvo una diferenc¡a s¡gnificat¡va ante la presencia de

150mM, donde raíces de plantas mutantes son, en promedio, 24,5mm más largas que

en tipo silvestres bajo el mismo tratamiento. En este caso, la carencia de niveles

normales de transcrito de ITRGT le confirió una "ventaja" a las plantas mutantes ante la

presencia de sal, al inhib¡rse en menor med¡da el crec¡m¡ento de la raíz comparado con

plantas tipo s¡lvestre bajo el mismo tratamiento.

En la evaluación del peso fresco (sección 3.4.3) de plantas de 24 días, plantas

mutantes it|g7-l tienen mayor biomasa que su contraparte t¡po silvestre en condiciones

control, diferencia que se exacerba luego del tratamiento en 50uM de sulfato de cobre.

Entonces, por un lado, tenemos que las plantas mutantes tienen mayor biomasa -
aunque desconocemos sl la diferencia ocurre en un tejido en particular o si está

distribuido por igual en toda la planta- y que esta diferencia es mayor luego de

tratam¡entos con 50pM de sulfato de cobre. Esta diferencia puede explicarse por una

mayor cantidad de agua al interior de las células, o a que las planlas itrgT-1 crecen a

una tasa mayor.
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La diferenc¡a s¡gnificativa de peso fresco observada en el control y a 50ÉM de

cobre desaparece en los otros tratamientos, aunque se ve una tendencia de los

promedios a ser mayores eñ itrgT-1 por sobre el tipo silvestre (F¡gura 12). En un

exper¡mento futuro podría aumentarse el número muestral para dar mayor peso

estadístico.

Para discernir si las diferencias observadas con la mutación son signiflcativas

para la planta en términos b¡ológicos, habría que real¡zar estudios fis¡ológ¡cos y

determinar si efectivamente esta mutación le confiere una adecuación biológica en

presencia de iones comparado con plantas t¡po silvestres.

Por último, se podría rev¡sar la d¡spon¡bilidad de semillas mutantes en otras

zonas de ITRGT -como dentro de la secuencia codificante con el fin de tener una

mutante perd¡da de función- y estudiar los parámetros evaluados en el presente

seminario en un contexto carente de |TRG7.

4.4. Clonamiento y expresión heteróloga de ,7RG7 en levaduras

Se aisló el ADNC de ITRGT y se clonó en vectores de expres¡ón en plantas y

levaduras. Los vectores de expresión de ITRGT en plantas 
-transformados 

en

Agrobacteium tumefaciens- permitirán su futuro estudio ya sea en Arabidopsis u otro

modelo vegetal. Son vectores en donde ITRGT está ba.io el control del promotor 35S, el

cual es considerado un promotor eficiente, independiente del tejido en el que se

encuentran las células transformantes (Hull y col., 2000), por lo que perm¡t¡rá evaluar

los efectos de la sobreexpresión de /IRG7, generando una proteína de fusión a HIS

(en el caso del vector pGWBS) ó GFP en el caso de los vectores pGWBS y pMDC85 -
este últ¡mo con dos secuencias de¡ promotor 35S en tándem- generando proteínas

recombinantes con epitopes út¡les para esludios de localización celular en plantas, ya
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sea mediante fraccionamiento subcelular o microscopía de fluorescencia, o para

detecc¡ón/pur¡fi cación de proteínas.

Se escogieron los vectores pAG426-ccdB-EGFP y pAG426-ccdB-HA para la

expresión de /IRGZ en levadura. Ambos poseen un promotor de expresión fuerte GPD

- del acrónimo en ¡nglés Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gen cuya

expresión comanda de manera natural en levaduras- y generan proteínas de fusión a

epitope HA o EGFP, útiles para estud¡os de localización subcelular y/o detección de

proteínas. Se escogieron ambos ya que con EGFP se produce una proteína

recombinante del ITRGT (360aá) más la no despreciable adición de 237 aminoácidos

correspond¡entes a EGFP, el cual genera una estructura plegada tipo barril B (Arpino y

col.,20'12). La adición de EGFP podria generar proteínas ITRGT mal plegadas,

enmascarando su función y/o ¡mp¡diendo una correcta localización celular (Snapp,

2005). Por ello, se ut¡lizó también la estrateg¡a de generar una proteína recomb¡nante

con el epitope HA, de tan solo 27aá de longitud (tres repet¡c¡ones de HA en tándem) el

cual no interfiere con la actividad o distribución de la proteína recombinante.

La presencia de un transcr¡to recombinante de ITRGT en levaduras. tanto en

transformantes HA como EGFP, demuestra el correcto func¡onam¡ento de los vectores

escogidos (Figura 17).

Sin embargo, al momento de comprobar a nivel traduccional la presencia de la

proteína recombinante ITRGT med¡ante Western Blot, fue ¡mposible detectar una

proteÍna del tamaño esperado, detectándose en cambio una señal de tamaño

molecular aparente igual a GFP (Figura 18). Esto podrá explicarse por un eventual

corte entre ITRGT y EGFP o proteólis¡s de la prote[na recombinante. No obstante, las

observaciones realizadas en microscopia de epifluorescencia dan cuenta de que la

local¡zación subcelular de la señal GFP en transformantes ITRGT-GFP 
-nombrada
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como "cuerpo GFP pos¡tivo"- es distinta a aquella señal de GFP observada en las

transformantes conirol GFP. Estas últimas, pese a no poseer ¡nserto, igual expresan

una proteína GFP, lo que ha sido reportado previamente para el vector utilizado (Conte

y col., 2009), cuya localización es citoplasmática (Roberts y Goldfarb, 1998). Si hubiese

un corte entre GFP e |TRG7, se debería observar únicamente la señal fluorescente en

el citoplasma de levaduras transformantes ITRGT-GFP, tal como se observa en el

control (Figura 19), lo que no ocurre. Ahora bien, en algunos casos es posible ver en

levaduras transformantes ITRGT-GFP 
-además 

del cuerpo GFP posit¡vo- señal GFP

en el citoplasma, lo que podría explicar la aparición de la señal en el Western Blot en

estas transformantes y un ¡nd¡cio de corte en un segmento de la población de proteínas

ITRGT-GFP, que podría originarse por proteasas que reconocen alguna secuencia

aminoacÍd¡ca en el extremo- carbox¡lo de |TRG7. No obstante, se realizó una búsqueda

informática de proteasas que reconocieran algún sitio de corte en la secuencia de aá

que hace de puente entre ITRGT y GFP, s¡n encontrar mot¡vo alguno.

Buscando en literatura, se encontró imágenes en levaduras cuya señal se

parece bastante a la del cuerpo GFP positivo observado en las transformantes ITRGT-

GFP. Estas señales corresponden a agresomas y a gotas lipidicas (Figura 23). La

primera de ellas son agregados de proteínas que escapan de la degradación

dependiente de proteosoma y son transportadas a una estructura asociada al cuerpo

polar del huso denominada agresoma, en donde también se reclutan componentes de

la maquinaria ub¡qut¡n-proteosoma y chaperonas. Se ha sugerido un rol como

mecanismo de sobrevivencia que podría permitir a las células resist¡r una acumulac¡ón

de proteínas anómalas (Wang y col., 2009), Como ITRGT-GFP es una proteína

foránea, puede ser que las levaduras, ante la sobreproducción de esta proteina

recombinante, active este mecanismo de degradación.
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Las gotas lipíd¡cas consisten en una monocapa lipídica que rodea un núcleo

hidrofóbico de triac¡lgliceroles y esteres de esteroles. Su superf¡cie está rodeada de

numerosas proteínas que están, en parte, presentes en la membrana del retículo

endoplasmático (Kohlwein y col, 2013), cuya función es la de almacenaje de lípidos

neutros, asÍ como almacenaje temporal y/o degradación de proteínas (Murphy y col.,

2009). En plantas se clasifican en dos grupos: el primer grupo está basado en oleosina

y se encuentran con frecuencia en semillas. El segundo grupo, que aún no está bien

caracterizado, no está basado en oleosina y se encuentran en varios tejidos,

infrecuentemente en sem¡llas. Ambos son producidos en el retículo endoplasmat¡co

(Chapman y col., 2012). Cabe la posibilidad de que ITRGT-GFP, dado su péptido

señal, migre desde el retículo hac¡a gotas lipídicas, ya sea porque la maquinaria de la

levadura detecta el pépt¡do señal y lo envía allí, o porque la elimina mediante este

mecanismo al ser una proteína de membrana foránea o una mezcla de ambos.

Como proyección se propone el estud¡o de la colocal¡zac¡ón del cuerpo GFP

positivo con agresomas y/o gotas lipídicas y su local¡zación subcelular en plantas.

Gotas lipídicas ITRGT-GFP

Figura 23. Fotografías de agresomas, gotas lipídicas e ITRGT-GFP en levaduras. En
flechas celestes se indica los agresomas (mod¡ficado de Wang y col.,2009), en flechas
amarillas se señalan algunas gotas lipídicas en verde (modificado de Madeira y col., 2015) y la
flecha ro.;a apunta al cuerpo GFP pos¡tivo visualizado en transformantes ITRGT-GFP (presente
seminario de título)

Por último, los ensayos de crecimiento de levaduras transformantes ITRGT-

GFP en medios enr¡quec¡dos con NaCl, z¡nc, cobre, cadmio y cobalto (Figura 21)

Agresoma
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muestran que la producción de ITRGT-GFP e ITRGT-HA es periudicial para el

desarrollo de las levaduras en comparación a las levaduras controles HA o GFP. Este

efecto es dependiente de la presencia y Ia concentración de los ¡ones evaluados, ya

que en medio control no se observaron diferencias entre levaduras transformantes

ITRGT y levaduras control, descartando así un rol proteotóxico de las proteínas

recombinantes ITRGT (en medio control) que justifique el uso de agresomas o de las

gotas lipídicas antes mencionadas como mecanismos de su el¡minación. Quizás ITRGT

tenga un rol en la toxicidad de iones sobre agresoma u gotas lidicas cuando las

levaduras son expuestas e ellos, alterando sus funciones de elim¡nac¡ón de proteÍnas

mal plegadas o de almacenamiento de lipídos, aumentando la proteotoxicidad y/o

dañando el metabolismo de lipídos necesarios para un correcto func¡onam¡ento celular.

A futuro se podría evaluar si la proteína ITRGT posee activ¡dad transportadora de iones

mediante experimentos electrofisiológicos ut¡lizando oocitos de Xenopus.

A modo de resumen, si consideramos los siguientes hechos:

-que en Arab¡dopsis los transcritos de /IRGZ disminuyen en presencia de iones

-que una mutante con cerca de un 60% menos de transcrito de ITRGT tiene mayor

peso en cobre y una raÍz más larga en sal

-y que su sobreexpresién en levaduras causa menor tolerancia en medios enr¡quecidos

con iones

Es faciible postular que ITRGT tiene relación con iones, y que su presencia ante este

tipo de estrés es perjudic¡al, lo que explicaría la disminuc¡ón en sus n¡veles de

transcr¡to en plantas tipo silvestre, el mayor peso y crecimiento de raíz antes

puntualizado en una mutante perdida de función y la menor toleranc¡a a iones en

levaduras transformadas y que expresan heterologamenie este gen.
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F¡nalmente no se cumple la h¡pótes¡s que planteamos in¡cialmente, ya que la

evidenc¡a apunta a que ITRGT otorga menor tolerancia a estrés ¡ónico. S¡n embargo,

se dan por cumplidos a cabalidad los objetivos planteados.



5. CONCLUSIONES

. La proteína ITRGT presenta diez dominios transmembrana y un pépt¡do señal

de acuerdo a inferencias electrónicas, lo que le otorga una distribución part¡cular al

interior de las células. En levaduras la proteína de fusión ITRGT-GFP se localiza en un

compartimiento intracelular de identidad desconocida.

. Ante tratamientos con CdClz, CuSO¿ y NaCl los niveles de transcrito de ITRGT

disminuyen de manera depend¡ente de la concentración. La mutante insercional

homocigota ,1r97-l presenta una tasa de germinación de igual a la de semillas tipo

silvestre y es afectada por tratam¡entos con cadmio, cobre o sal de manera s¡milar.

Posee mayor peso fresco que plantas tipo silvestre y mayor largo de raíz que plantas

tipo silvesfe luego de tratamientos con 150mM de NaCl.

. Se logró clonar ITRGT en vectores de expresión en plantas pGWB8, pGWBS y

pMDC8S para ser utilizados a futuro en la transformación de organ¡smos vegetales con

/IRG7. Además, se obtuvo vectores de expresión de /IRG7 en levadura que generan

la acumulación de proteínas ITRGT-HA e ITRGT-GFP. La expresión de proteínas

recombinantes ITRGT-GFP e ITRGT-HA no es perjudic¡al para las levaduras, en

condiciones sin enriquecimiento de iones. Sin embargo, éstas poseen menor tolerancia

a estrés ión¡co que sus contrapartes transformantes GFP y HA.

8'1
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ANEXO

Tabla Anexo l. Composiciones de mezclas de aminoác¡dos empleados para la

elaborac¡ón de medio de crecimiento de levaduras YMM.

Tr¡ptófano Serina
Tirosina
Valina

§o.olÑg§ *no"

oGG@ §@
Globular Corazón

Cotiledones abiertos

Figura Suplementaria l. Patrones de expresión de ITRGT según interfaz eFP Browser. Los
colores rojos o azules indican aumento o dism¡nuc¡ón en la expres¡ón, respect¡vamente, al
comparar la expresión de /IRGZ con el gen de referencia Ubiqu¡tina 10. Los números ¡nd¡can
las veces de cambio en el número de transcrito de /TRGZ respecto a los transcritos del gen de
referenc¡a. A: expres¡ón de /TRGZ durante el desarrollo de la semi¡la con datos de microarreglos
del año 2005. B: expresión de ITRGT durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del año 20'10, con detalle de las estructuras intemas de la semilla, lo que perm¡te
v¡sual¡zar que /IRGZ presenta un aumento de su expresión en la cubierta. C y D: expresión
aumentada de ITRGT en la raÍz, tanto en el estadío de cotiledones abiertos como en aquél que
presenta la roseta. lmagen adaptada de los análisis real¡zados en la plataforma eFP Browser.
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Figura Supleméntaria 2. Patrones de expresión de ITRGT según interfaz eFP Browser. Los
co¡ores rojos o azules ¡nd¡can aumento o d¡sm¡nución en la expresión, respectivamente, al
comparar la expresión de /IRGZ con el gen de referencia Proteína Fosfatasa 2A, Los números
indican las veces de cambio en el número de transcrito de /IRGZ respecto a los transcritos del
gen de referencia. A: expresión dé ITRGT durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del año 2005, B: expresión de /IRGZ durante el desarrollo de la semilla con datos
de microarreglos del año 2010, con detalle de las estructuras ¡nternas de la sem¡lla, lo que
permite v¡sualizar que ITRGT presenta un aumento de su expres¡ón en la cubierta. C y D:
expresión aumentada de ITRGT en la raíZ, tanto en el estadío de cotiledones abiertos como en
aquél que presenta la roseta. lmagen adaptada de los análisis realizados en la plataforma eFP
Browser.
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Figura suplémentaria 3. Patrones de expresión de /IRG7 según interfaz eFP Browser durante

el-desanoio de A. thatiana. Los colores hacia el rojo indican un aumento del n¡vel de transcrito

de |TRG7, el cotor amarillo indica que los niveles de transcrito de /IRG7 §on similares a los del

gen de reierencia Actina 2 y los colores hacia el azul indican disminución de los transcritos de

itRGZ respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores niveles de

transcrito cie /IRGZ Jurante el desarrollo de la semilla y en las raíces de los estad¡os cot¡ledón

abierto y roseta vegetat¡va. lmagen adaptada de los análisis realizados en la plataforma eFP

Browser.
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F¡gura Suplementaria 4. Palrones de expresión de /IRGZ según interfaz eFP Browser durante
el desarrollo de A. thaliana. Los colores hacia el rojo indican un aumento del n¡vel de transcrito
de |TRG7, el color amarillo indica que los niveles de transcrito de /TRGZ son s¡milares a los del
gen de referencia Ubiqu¡tina 10 y los colores hacia el azul indican disminución de los
transcritos de /IRGZ respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores
niveles de transcrito de ITRGT en las raíces de los estad¡os cotiledón ab¡erto y roseta
vegetativa. lmagen adaptada de los anál¡sis realizados en la plalaforma eFP Browser.
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Figura suplementaria 5. Patrones de expresión de /IRGZ segrin interfaz eFP Browser durante

et-desarrolio de A. thaliana. Los colores hacia el rojo indican un aumento de¡ nivel de transcrito

¿e iaal, el color amarillo indica que los niveles de transcrito de /IRG7 son similares a ¡os del

gen de reierencia Proteina Fosfatasa 2A y los colores hac¡a el azul indican disminución de los

ianscritos de /IRGZ respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores

niveles de transcrito de /IRG7 duránte el desarrollo de la semilla y en las raíces de los estadios

cot¡ledón ab¡erto y roseta vegetativa (tonos roios). lmagen adaptada de los análisis realizados

en la plataforma eFP Browser.
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Figura Suplementar¡a 6. Cambios en la expresión de /IRGT luego de diversos tratam¡entos de
estrés abiot¡co (gen de referencia Actina 2). Oestacables son los camb¡os bajo tratamientos
salinos (150mM NaCl) y osmóticos (300mM Manitol), en donde se observa disminución de la
expresión en raíces (color azul) e inducción de la expresión en la parte aérea de la planta (color
rojo). Se observan tambiéñ camb¡os sign¡f¡cat¡vos de la expres¡ón en tratam¡entos con frío y
calor. No se observan cambios significativos en los tratamientos de: sequía, genotóxicos,
oxidat¡vos, con rayos UV-B y heridas. lmagen adaptada de los análisis realizados en la
plataforma eFP Browser.
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Figura Suplementaria 7. Cambios en la expresión de ITRGT luego de diversos tratamientos
(gen de referenc¡a Ubiquit¡na l0). Destacables son los camb¡os bajo tratam¡entos sal¡nos
(150mM NaCI) y osmót¡cos (300mM Man¡tol), en donde se observa d¡sminución de la expresión
en raíces (color azul) e inducción de la expresión en la parte aérea de la planta (color rojo). Se
observan también camb¡os signif¡cativos de Ia expresión en tratamientos con frÍo y calor. No se
observan cambios significativos en los tratamientos de: sequía, genotóx¡cos, oxidativos, con
rayos UV-B y heridas. lmagen adaptada de los análisis realizados en la plataforma eFP
Browser.
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F¡gura Suplementaria L Cambios en la expres¡ón de ITRGT luego de diversos tratam¡entos
(gen de referencia Proteina Fosfatasa 2A). Destacables son los cambios bajo tratamientos
sal¡nos (150m1\¡ NaCl) y osmót¡cos (300mM Manitol), en donde se observa disminución de la
expresión en raÍces (color azul) e inducción de la expresión en la parte aérea de la planta (color
rojo). Se observan tamb¡én cambios significativos de la expres¡ón en tratamientos con frÍo y
calor. No se observan cambios significativos en los tratamientos de: sequía, genotÓxicos,
oxidativos, con rayos UV-B y heridas. lmagen adaptada de los análisis realizados en Ia

plataforma eFP Browser.
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15pM CuSO¿

250mM NaCI

Fb
Figura Suplementar¡a 9. lmágenes representativas que muestran el fenotipo de plantas tipo

silvestres de 14 días que fueron traspasadas por l0 días a med¡os con metales o sal' según se

indicaenlaleyendadelapartesuper¡or.AestasplantasselesrealizóextraccióndeARNpara
síntesis de AóNc y realizar el posterior RT-qPCR del numeral 3 2 1 (Figura 6) MS = med¡o

controt. lmágenes no están a escala. se observa clorosls en: 200¡rM de cdclr, 15 y 100pM de

CuSo¿, sínóma que ha sido reportado prev¡amente cuando Arabidopsis son expuestas a

cadmio y cobre (Van Belleghem y cols., 2007). Luego del tratamiento con NaCl se observa una

restriccián del crecimiento y desarrollo conforme aumenta la concentrac¡ón, así como un

incrementodecloros¡S,SíntomasquesehandescritopreviamenteenplantastratadasconNaCl
(Munns y Tester, 2008).
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Tabla Anexo ll. Resuliado del anális¡s estadíst¡co sobre cambios en los n¡veles de transcrito de

ITRGT en plantas tipo silvestre tratadas con distintos ¡ones y concentrac¡ones. §e realizó un

anál¡sis de varianza de una vía, util¡zando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no

significativo, .= p<0,05,.*= p.0,0t y--. = p<0,001.

Condiciones a comparar
, Sion¡ficativo?- 

1É . o.os¡ Kesumen

20uM CdCl2 vs 200uM CdCl, Si "*
20UM CdCl, vs 'lsUM CUSO4 S¡ "*'

20uM CdCl, vs 100uM CUSO!
20uM CdC¡, vs l00mM NaCl No
20uM CdCl, vs 150mM NaCl No ns

20pM CdC¡, vs 250mM NaCl S¡ *..
20!lvl CdCl, vs Control

200pM CdCl2 vs 15uM CUSOa No ns
200uM Cdcl2 vs 100pM CUSO4 No ns

200pM CdCl, vs 100mM NaCl S¡ "
200uM CdCl, vs 150mM NaCl
200uM Cdcl, vs 250mM NaCl

200uM CdCl, vs Control
15uM Cusoa vs 100pM CUSOa No ns
15uM CUSOa vs 'l00mM NaCl No ns
1strM CUSOa vs 150mM NaC¡ No ns
15gM CUSOa vs 250mM NaCl No ns

15pM CUSOa vs Control
100uM CUSOa vs 100mM NaCl No ns
100pM CUSOa vs 150mM NaC¡ No ns
'100pM CuSOa vs 250mM NaCl

100pM CUSOa vs Control
100mM NaCl vs lSomlvl NaCl No ns
l00mM NaCl vs 250mM NaCl S¡ "

100m1\¡ NaCl vs Control No ns
150mM NaCl vs 250mM NaCl Si -

150mM NaCl vs Control
250mM NaCl vs Control
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Tab¡a Anexo lll. Resultado del anál¡sis estadistico sobre cambios en la tasa de germinación de
plantas tipo s¡lvestres y mutantes con d¡stintos ¡ones y concentrac¡ones. Se realizó un anál¡s¡s
de varianza de una vía, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns ' no sign¡ficativo,
. 

= p.0,05, -- = p<0,01 y .,, = p<0,00.1.

T¡po s¡lvestre ñulanle itrg7-1

condic¡ones a comparar ¿sionificativo" - ' 
sionrficativo? -

Control vs 100p[¡ CdCl, No ns
Control vs 50UM CUSOa No ns No ns

Control vs 100pM CUSOa Si . No ns

Control vs 150mM NaCl S¡ *. No ns
50UM CdCl, ys 1ooplvl CdCl,
50¡rM CdCl, vs 50p[/I CUSOI No

50pM CdC¡, vs'l00UM CUSO! No ns No ns
5d
SOul¡ C¿i

100UM CdCl, vs 50pM CUSOa No ns No ns
l oou¡¡ COC|,
l00UM CdCl, vs 100mM NaCl No ns No ns
100fM qdo¡, vs 150mM NaCl S¡ *

soulvl CUSOa vs 100U1\/ CUSOa No ns No ns
50pM CUSOa vl100fnM NaCl No ns
50UM CUSOa vs 150mM NaCl No ns No ns

100pM CUSOa vs'100mN¡ NaCl No ns
100pM CUSO4 vs 'l50mM NaCl llo ns No ns
t OOmtr¡ ÑaC
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Tabla Anexo lV. Resultado del anál¡s¡s estadíst¡co sobre cambios en el largo de ralz de plantas

t¡po silvestres y mutantes con distintos iones y concentraciones. Se realizó un análisis de
varianza de una vía, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no s¡gn¡f¡cat¡vo, '=
p<0.05. .. = p<0,01 y..' = p<0,001.

T¡po s¡lvestre mutante ¡trg7-1

Cond¡c¡ones a comparar ¿Sign¡ficativo?
(P < 0.05)

^ ,; Sionificativo? -Hesumen - (É < o.o5) Kesumen

Control vs 50UM CdCl, Si *- Si ."
Control vs 75pM CdCl, Si '.. S¡ ...
Control vs 50uM CuSO¿

Control vs 100uM CuSO¿
Control vs 100mN¡ NaCl
Control vs 150mM NaCl

50uNI CdCl, vs 75ul\¡ CdCl,
50uM CdCl, vs 50pM CUSO¿

50uM CdCI, vs 100u1\¡ CUSOa

50uM CdCl? vs 100mM NaCl
sopNil CdCl, vs1somM NaCl No ns Si '
75pM CdCl, vs 50pM CUSO4 Si .-" Si *.'

75uM CdCl, vs 100uM CUSO¿

75uM CdCI, vs 100mM NaCl
75uM CdCl, vs 1 50mNI NaCl

50uM CUSOa vs'100!M CUSOa Si ... S¡ ...
soplvl CUSOa vs 100mM NaCl No ns No ns
50uM CUSOa vs 150m[I NaCl Si --- S¡ -..
100UM CUSO4 vs 100mM NaCl Si -"- S¡ ***

100pM CUSOa vs 150mM NaCl No ns
100mM NaCl vs 150mNI NaCl
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Tabla Anexo v. Resultado del anál¡s¡s estadÍstico sobre cambios en el peso fresco de plantas
tipo s¡lvestres y mutantes con distintos iones y concentrac¡ones. Se realizó un anális¡s de
verlanza de una vía, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no signiflcativo, * 

=
p<0,05, -" = p<0,01 y ... = p<0,001.

Tipo 6¡lveslre mutante iffgT-,
, Sionificativo? - , Sionificativo? -uonorclones a comparar " (É. o.o5) ñesumen " (É < 0.05) ñesumen

n"
Control vs 75uM CdCl2 No ns No ns
Controlvs 200uM CdCl2 Si ."* Si "
Controlvs 1suM CUSO,
Control vs 50uM CUSO¡ ns No

Controlvs 100uM CUSO4 Si *'* Si *

Controlvs'lo0mM NaCl No ns No ns
Controlvs 150mM NaCl No ns No ns
Controlvs 250mM NaCl S¡ ..* S¡ '*'

20uM CdClz vs 75uM CdClz Si *' No ns
20ul\4 CdCl2 vs 200uM CdCl2 S¡ ** Si *'
20uM CdCl2 vs 1suM CUSO2 No ns
20uM CdCl2 vs 50uM CUSO4 No ns No ns

20uM CdCl2 vs 100uM CUSOa S¡ ** S¡ "
20uM CdCl2 vs 100mM NaCl No ns No ns
20uM CdCl2 vs 150mM NaCl S¡ " No ns
20uM CdCl, vs 250mM NaCl Si .t- S¡ "-
75uM CdClz vs 200u|\tl CdClz
75uM CdCl2 vs '15uM CUSO2 No ns No ns
75uM CdCl2 vs 50uM CUSOa No ns Si '

75uM CdCl2 vs 100uM CUSO4 No ns No ns
75uM CdCl2 vs 100mM NaCl Si '** No ns
75uM CdCl, vs 150mM NaCl
75ulVI CdC12 vs 250mM NaCl

200uM CdCl2 vs 15uM CUSO2 S¡ ** No ns
200uM CdClz vs 50uM CuSO¿ Si "* Si "'
200uM CdCl2 vs 100uM CUSOa No ns No ns
200uM CdCl, vs 1O0mM NaCl Si *.* S¡ *'
200uM CdClz vs 150mM NaCl Si ** Si *'
200uM CdCI2 vs 250mM NaCl No ns No ns
15uM CUSO2 vs soulvl CUSOa No ns S¡ '
15uM CUSO2 vs'loouM CUSOa Si *. No ns
15uM CUSO2 vs 100mM NaCl Si ' No n§
15uM CUSO2 vs 150mM NaCl No ns No ns
15uM CUSO2 vs 250mM NaCl Si **. No ns

50uM CUSOa vs 250mM NaCl Si *.. Si ***

l00uM CUSO4 vs 100mM NaCl Si **' Si *
'100uM CUSOa vs 150mM NaCl Si * No ns
100uM CUSO4 vs 250mM NaCl No ns No ns
100m¡/ NaCl vs 150mM NaCl Si *' No ns
100mM NaCl vs 250mM NaCl S¡ --. Si '.
150mM NaCl vs 250mM NaCl Si **' Si "

50uM CUSOa vs '100uM CUSOa Si .'. Si '.
50uM CUSO¿ vs 100mM NaCl No ns No ns


