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RESUMEN

La homeostasis idnica es de gran importancia para mantener la integridad celular.
Esta comprende el transporte y regulaciéon de concentraciones relativas de iones
esenciales. Las plantas son organismos sésiles, por lo que poseen gran capacidad
para adaptarse a los cambios ambientales y tolerar distintas agresiones. A través
de sus raices estan en permanente contacto con distintos metales en el suelo, las
plantas resultan una fuente interesante en la busqueda de nuevos genes
involucrados en transporte i6nico. La alternativa mas atractiva en este ambito es
Arabidopsis thaliana, debido a que se han desarrollado multiples herramientas para
analizar los datos disponible de esta planta. Entre las disciplina con mayor
desarrollo esta la genémica y el analisis de microarreglos.

Se realiz6 una busqueda y seleccion de genes mediante coexpresion que se basa
en el andlisis de la expresion de los distintos genes de Arabidopsis frente a
diferentes estimulos o condiciones utilizando los datos publicos de microarreglos
disponibles de esta planta. Esta estrategia permite aumentar el conocimiento
existente sobre genes implicados en la homeostasis ionica y la resistencia frente a
estrés salino producido por metales. Se obtuvo una lista de doce genes con alta
probabilidad de estar involucrados en transporte i6nico, de los cuales se
seleccionaron tres, estos poseen como una anotacién en el GO correspondiente a
fotorrespiracion, lo cual podria estar relacionado con el transporte idnico.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los genes candidatos de Arabidopsis
thaliana para estar involucrados en transporte iénico, estos se clonaron y
transformaron en Saccharomyces Cerevisiae, donde se evaludé su capacidad para
modificar la tolerancia a estrés salino. Se realizaron tres tipos de construcciones
para evaluar la expresion de los genes en diferentes contextos genéticos,
incluyendo diferentes promotores y etiquetas moleculares. Las levaduras
transformantes fueron co-incubadas con diferentes concentraciones de NaCl,
ZNCl,, CdCl,, CuSO, y CoSO,, midiéndose el crecimiento en el tiempo como
parametro para expresar la tolerancia o sensibilidad. Se observé que levaduras
transformadas con los constructos que poseen los ITRGs comandados por un
promotor inducible muestran mayor tolerancia frente a gran parte de los metales
evaluados, detectando diferencias de hasta cuatro y cinco veces con respecto al
crecimiento de las levaduras controles. Las levaduras transformadas con
construcciones de promotor de expresion permanente, muestran en su mayoria
sensibilidad frente a los metales evaluados, en comparaciéon con las levaduras
controles. Sin embargo, en algunos casos, se observa una tolerancia frente a las
concentraciones menores de los distintos metales.

Se demostré que los tres ITRGs evaluados estarian implicados en funciones
relacionadas con el transporte i6nico, debido que son capaces se modificar la
tolerancia/sensibilidad otorgada a las levaduras transformadas.



ABSTRACT

lon homeostasis is very importance in maintaining cell integrity. This includes the
transport and regulation of relative concentrations of essential ions. Plants are
sessile organisms and therefore have great capacity to adapt to environmental
changes and tolerate different attacks. Through its roots are in permanent contact
with different metals in the soil, plants are an interesting source in the search for
new genes involved in ion transport. The most attractive alternative in this area is
Arabidopsis thaliana, because many tools have been developed to analyze the data
available from this plant. Among the more developed discipline is genomics and
microarray analysis.

A genes search and co-expression selection was made, based on the expression
analysis of Arabidopsis's genome against different stimuli or conditions using
microarray public data available from this plant. This strategy allows increasing
existing knowledge about genes involved in ion homeostasis and resistance to salt
stress caused by metals. We obtained a list of twelve genes with a high probability
of being involved in ion transport, of which three were selected, they have as
photorespiration GO annotation, which could be related to ion transport.

In order to evaluate the Arabidopsis thaliana's candidate genes ability to be involved
in ion transport, these were cloned and transformed into Saccharomyces cerevisiae,
which assessed their ability to change the tolerance to salt stress. Were performed
three types of constructions to evaluate the expression of genes in different genetic
backgrounds including different promoters and molecular tags. Yeast transformants
were co-incubated with different concentrations of NaCl, ZnCl,, CdCl,, CuSO, and
CoSO,, measuring growth over time as a parameter to express the tolerance or
sensitivity. It was observed that yeast transformed with the constructs that have the
ITRGs commanded by an inducible promoter show greater tolerance to many of the
metals tested, detecting differences of up to four to five times compared to controls
yeast growth. Yeast transformed with constructs permanent expression promoter,
show most sensitivity to the metals tested, compared with controls yeasts. However,
in some cases, there is a tolerance for lower concentrations of different metals.

It was shown that the three evaluated ITRGs would be involved in functions related
to ion transport, because they are able to modify the conferred tolerance / sensitivity
to yeast transformed.



INTRODUCCION

1.1Homeostasis iénica

Para todos los organismos vivos la homeostasis inica es de gran importancia para
mantener la integridad celular. Esta comprende el transporte y regulacién de
concentraciones relativas de iones esenciales, tales como Sodio (Na*), Magnesio
(Mg®), Potasio (K*), Calcio (Ca**) o Hierro (Fe®***)( Mahajan y col. 2008:Sun y col.
2009; Dodd y col. 2010; Kobayashi y col. 2010; Jomova y Valko 2011). Es
importante la conservacién de las concentraciones de estos iones, ya que si bien
son elementos vitales, en elevadas cantidades pueden ser altamente téxicos
(Jomova y Valko 2011). Algunos de estos elementos poseen roles esenciales en
muchos procesos celulares. Por ejemplo calcio participa como segundo mensajero
y es activador de multiples procesos metabdlicos en células eucariontes(Dodd y col.
2010).0tro ejemplo, son los iones, tales como el hierro y el cobre, participantes en
la defensa frente a especies reactivas de oxigeno, formando parte los grupos
prostéticos de las proteinas que catalizan las reacciones redox(Kourie 1998: De
Freitas et al. 2003). También estan involucrados en sitios activos coordinantes de
moléculas biolégicas de gran importancia, como es el caso de Fe*™ en la
hemoglobina (Zimbler et al., 2009; Jomova and Valko, 2011)o el Mg*2 en la clorofila
(Masuda, 2008). Es decir, siendo fundamentales para procesos como la captacion
de O; en la respiracién pulmonar de mamiferos o la captacién luminica en plantas,

respectivamente. Ademdas de participar como cofactor en variados procesos



enzimaticos, sitios activos, etc. En general, la caracteristica quimica mas importante
de los metales participantes en los multiples procesos descritos, es que son
metales de transicién, por lo que poseen la habilidad de donar y aceptar facilmente
electrones (De Freitas et al., 2003). Por otro lado, iones metalicos no vitalesson
aquellos que estan en relacién con los organismos, existe una maquinaria
molecular implicada en su homeostasis (o tolerancia), sin embargo no son
imprescindibles para el desarrollo y crecimiento de estos organismos, dentro de
este grupo estan el Litio (Li), Arsénico (As), Plata (Ag), Cadmio (Cd), Cobalto (Co),
Mercurio (Hg) y Plomo (Pb) que estan presentes en el medio ambiente son
movilizados, almacenados, modificados o removidos en algunos organismos

mediante mecanismos de tolerancia y detoxificacion (Silver y Phung, 2005).
1.2 Estrés abidtico

Se estima que el estrés abiodtico es la mayor causa de pérdida de cultivos a nivel
mundial, reduciendo los rendimientos para la mayoria de las plantas de cultivo en
mas del 50%( Z. Wang y B. Huang 1982; Zhu 2001; W. Wang y col. 2003; Tuteja
2010). Para las plantas, se considera estrés abiotico, la escasez de agua, la alta
salinidad, los metales pesados, las temperaturas extremas, la anaerobiosis,
agentes quimicos téxicos o en concentraciones nocivas. Todos estos estreses
poseen un efecto primario particular y ademas como efecto secundario,
desencadenan estrés oxidativo (Sun y col., 2009). Cerca del 20% de las tierras
cultivadas en el mundo y casi la mitad de las tierras de regadio son afectadas por
alta salinidad, causando en ellas un desequilibrio idnico y un estrés hiper-osmético

(Zhu 2001; Abogadallah y col. 2011; Huang y col. 2011).

Dentro de los principales efectos de los metales en plantas se encuentra: la

reduccion de la biomasa, clorosis en las hojas, inhibicion del crecimiento radicular,



ademas de alteraciones morfolégicas. Dependiendo de la dosis y biodisponibilidad
los metales pueden incluso causar muerte en las plantas. Altas concentraciones de
metales como el cadmio son fuertes inhibidores enzimaticos, degeneran las
mitocondrias, producen aberraciones en mitosis desencadenando una inhibicién de
la proliferacion celular y la divisién en los meristemas. También causa dafos en el
aparato fotosintético, induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

en los tejidos fotosintéticamente activos, etc (Lin y Aarts, 2012).

Cobalto por otro lado, inhibe la formacion de clorofila b, produce cambios

morfolégicos en plastidios, entre otros (Palit y Sharma, 1994).

1.3 Plantas y sus adaptaciones

Es ampliamente reconocida la capacidad de las plantas para soportar y adaptarse a
condiciones adversas de altas temperaturas, baja cantidad de agua, altas
concentraciones de sales, etc (Kasuga y col. 1999; Kawasaki y col. 2001; Munns
2002). Las plantas son organismos sésiles, por lo tanto deben desarrollar
adaptaciones morfologicas, fisiologicas y moleculares para soportar las condiciones
estresantes que les impone el medio en que viven. Cuando estas condiciones
sobrepasan el limite de adaptacion del organismo se desencadena el estrés.
Debido a esta ventaja de las plantas, con el objetivo de mejorar el conocimiento
global que se tiene del fendmeno y también la posible utilidad de los mecanismos
moleculares en diversos procesos productivos, resulta interesante buscar y

seleccionar genes de plantas implicados en el metabolismo idnico.



El consorcio The Gene OntologyConsortium, tiene comopropésito unificar bajo un
mismo lenguaje de término jerarquicos, todas las caracteristicas conocidas de los
genes eucaridticos. Los datos se almacenan en la base de datos Gene Ontology
(GO, The Gene Ontology Consortium, 2000) mediante tres categorias, “Funcion
Molecular”, “Proceso Biolégico™y “Componente celular”. La “Funcion Molecular” se
define como la actividad bioquimica que realiza el producto génico codificado por
dicho gen (Ej: enzima, transportador, ligando). “Proceso Bioldgico™ se refiere al a
funcion biolégica en el cual el producto génico contribuye (Ej: transduccion de
sefales, traduccién, transcripcion, fotosintesis, fotorrespiracion). En tanto,
“Componente Celular’ hace referencia a lugar de la célula donde el producto génico
es activo (Ej: mitocondria, cloroplasto, citoplasma).

En Arabidopsis thaliana, del total de genes secuenciados, sélo se conoce la funcion
molecular del 57% de ellos. Quedando el 38% de los genes sin funcion molecular
asignada que corresponde a mas de 10.000 genes. Situacion similar ocurre con los
procesos bioldgicos y componentes celulares, de todos los genes de Arabidopsis
(www.arabidopsis.org, Noviembre 2010), tal como se aprecia en la Figura 1. Esto
significa que el universo de genes con funcion desconocida es enorme y por lo
tanto la potencialidad de encontrar nuevo genes relacionados al proceso de

metabolismo de iones es alta.



Funcion Molecular Proceso Biologico Componente Celular

I Desconocidos No curados

B Conocidos

Figura 1: Anotacion del genoma de Arabidopsis thaliana. Los graficos de torta indican la
porcién del genoma de Arabidopsis thaliana que corresponde a genes de funcién conocida
(anotados), desconocida (no anotados) y no curados para los 3 términos GO (Funcién
Molecular, Proceso Biolégico y Componente Celular) con los cuales se describen
jerarquicamente los genes segin The Gene OntologyConsortium (GO, The Gene Ontology
Consortium, 2000). Figura modificada de Genome snapshot (www.arabidopsis.org),
actualizados a Noviembre de 2010.

Un modelo interesante a estudiar en el metabolismo idnico, son las plantas
halofitas Manglares (Avicennia officinalis, Bruguieracy lindrica, Ceriopsde candra,
Rhizophora apiculata, etc), plantas que naturalmente se sitlan en zonas costeras
con directo contacto de agua marina. Se ha demostrado que estas plantas poseen
concentraciones similares a las indicadas como téxicas para distintos organismos
(Agoramoorthy y col. 2008). Estas plantas pueden bioacumular cationes metdlicos
tales como Zn*’, Cu*? y Cd*?. Sin embargo, el conocimiento de su genoma es
minimo y se hace dificultosa la posibilidad de trabajar con estas especies, debido a
las condiciones en las que naturalmente crecen y se desarrollan. En las plantas
haléfitas, mayoritariamente se han estudiado enzimas que le confieren resistencia
contra el estrés oxidativo como la cobre/zinc SOD (Jithesh et al., 2006; Prashanth et
al., 2008).Al contrario, Arabidopsis thaliana (tipica planta glicéfita), posee su
genoma secuenciado y existe amplia informacién disponible de este. A pesar de

que no presenta una tolerancia extraordinaria al estrés salino, varias evidencias

indirectas, relacionadas con genes de plantas de tomate silvestres que estimulan el



crecimiento en tomates de cultivares de mayor tamario sugieren que esta planta
tendria muchos, si es que no todos los genes de tolerancia que se pueden

encontrar en las plantas haléfitas (Zhu 2000).

1.4 Busqueda de nuevos genes relacionados con el metabolismo iénico

El encontrar genes relacionados con el metabolismo idnico tiene varios objetivos. El
gue parece mas importante es generar cultivos vegetales mas resistentes a las
condiciones estresantes de metales, y de esta forma lograr mayor productividad y
mayor biomasa vegetal (Vinocur y Altman 2005; Phang y col. 2008). Sin embargo
paralelo a esto, se plantea la idea de generar organismos que sean capaces de
resistir altas concentraciones de sales y metales, y ademas capaces de removerlos,
con la finalidad de biorremediar lugares contaminados (lvanova et al., 2011).
Generalmente estos danos se producen en lugares cercanos a minas de
extracciones de metales, o cercanos a industrias que desechan sustancias sin el
tratamiento adecuado. Ademas esta la posibilidad de generar nuevos organismos
que en vez de ser mas tolerantes, sean mas sensibles al estrés salino. De esta
forma poder ser empleados como biosensores (de Champdoréy col. 2007; Barriuso
y col. 2008; Lingrui Zhang y Xing 2008). Es de interés mundial el desarrollo de
mecanismos que permitan obtener organismos tolerantes a estrés salino. En esta
linea, existen investigaciones donde se ha tenido éxito con plantas, levaduras y
bacterias. Por ejemplo, en el 2007 se reporto la sobreexpresion de la enzima malica
dependiente de NADP (EC 1.1.1.40) de Oryza sativa, la cual le confiere tolerancia
al estrés salino y osmoético a Arabidopsis thaliana (Liu y col. 2007). En India,
recientemente aument6 la tolerancia al estrés salino transformando plantas de
Nicotiana tabacum con un gen que codifica para una helicasa de arveja (Pisum

sativa) (Tuteja, 2010). En los Gltimos tiempos, estudios de metagendmica también



han tenido como objetivo el descubrimiento de genes implicados en la homeostasis
ibnica. La investigacion de Kapardar y col, en el 2010, realizandose genotécas
desde muestras colectadas desde agua estancada, encontrd dos genes (putative
general stress protein (GspM)y putativeenoyl-CoAhydratase (EchM)), los cuales son
capaces de aumentar varias veces la tolerancia a NaCl de cepas transformantes de
Escherichiacoli (Kapardar y col. 2010).En el 2010, el grupo de Yang y col. publicd
un estudio realizado con el gen que codifica para una proteina parecida a
metalotioneina (metallothionein-like), de Thamarix hispida. Este gen fue
transformado en Saccharomyces cerevisiae, confiriéndole resistencia a distintos

metales, tales como Na*, Cd**, Zn**, Cu®*(J. Yang y col. 2010).

Desde el ano 2000, con el genoma de Arabidopsis thaliana secuenciado nacieron
multiples lineas de investigacion que tienen como finalidad el andlisis e
interpretacion de esta gran cantidad de informacién. Se han creado bases de datos
y herramientas que permiten su estudio, tales como
“TheArabidopsisinformationResource” (TAIR) (Rhee y cols., 2003; Swarbreck y
cols., 2008), donde estan a libre disposicion para la comunidad cientifica, todos los
datos recabados de los genes de Arabidopsis. Se pueden encontrar las secuencias,
sus respectivas secuencias CDS, mRNA, secuencias proteicas, las anotaciones
(GO) de cada gen obtenidas hasta la fecha, la disponibilidad de mutantes, etc.
Ademas, para Arabidopsis thaliana existen bases de datos de expresion génica
publicas como el “NoftinghamArabidopsis Stock Centre” (NASC) (Craigon et al.,
2004), donde se pueden obtener y analizar muchos experimentos de microarreglos
realizados por distintos grupos de investigacion, tales como andlisis de expresion
de todos los genes de Arabiddpsis sometidas a estrés térmico, hidrico, salino,

osmdotico, etc.



El analisis global de datos de microarreglos de DNA y de datos de co-expresion, ha
sido ampliamente utilizado en los Ultimos afios como una forma para proponer una
funcién a los genes de funcién desconocida y de plantear hipétesis que puedan ser
validadas experimentalmente (Mochiday col. 2011). Los anélisis de expresién a
gran escala en distintos organismos modelo, han mostrado que los genes que
participan en un mismo proceso biolégico tienden a presentar patrones de
expresion muy similares frente a un determinado estimulo o condicién de
crecimiento (Williams y Bowles 2004a). En multiples investigaciones, realizadas en
varios tipos de organismos, se ha encontrado que genes implicados en el mismo
proceso celular, se expresan conjuntamente en humanos, Drosophila, levaduras,
Caenorhabditis elegansy en Arabidopsis thaliana (Cohen y col. 2000; Lercher y col.
2002; Speliman y Rubin 2002; Lercher y col. 2003; Williams y Bowles 2004b; Ren y
col. 2005;A0ki y col. 2007), este hecho es la base de la co-expresién. Con este tipo
de analisis y su validacion experimental posterior, es posible anotar funcionalmente
a los genes codificantes para proteinas. Una de las grandes fortalezas de esta
metodologia frente a las tradicionales, como son emplear genes que previamente
se hayan asociado y descrito como implicados en el transporte idnico, es que
permite otorgarle a un gen sin anotacién previa, 0 encontrar nuevas anotaciones,
respecto a las funciones moleculares o los procesos biol6gicos, en que su producto
proteico esta involucrado, independientemente de la informacién que entrega su
secuencia (Quackenbush 2003; Berardini y col. 2004;0Obayashi et al. 2007;

Obayashi et al. 2008).

Se utilizaron los resultados entregados por una red de co-expresion génica de
Arabidopsis thaliana, disponible en el laboratorio. Esta red fue realizada por el Dr

Alexander Vergara en nuestro laboratorio utilizando datos de 1.701 microarreglos



de alta calidad ATH1 Affymetrix™ 22K, correspondientes a datos recopilados de
distintos tratamientos realizados a plantas de Arabidopsis. La red resultante posee
5.293 nodos correspondientes a los genes y 18.853 segmentos de union que
correspondian a los genes que tienen un coeficiente de correlacion de Spearman 2
0.8, es decir la red posee todos aquellos genes correlacionados a un nivel de 0.8.
En la figura 2 se muestra una un esquema representativo de la red realizada. La red
construida se sometié a un andlisis de enriquecimiento hipergeométrico. Luego de
esto, se realizd6 un analisis de vecindario, empleando la representacién de la
etiqueta molecular lon Transport (GO: 0006811) con p-values <0.05 y se busco
genes “nuevos” en nuestra red con esta etiqueta molecular. Con distintos niveles de
corte (CUT-OFF) correspondientes al coeficiente de correlacidn de Spearman se
pueden tener grupos de genes que posiblemente estén involucrados en el
transporte de iones. Con un CUT-OFF = 0.6 se obtienen 55 genes, con un CUT-
OFF 2 0.7, la red propone 23 genes. Mientras que con un CUT-OFF 2 0.8, se tienen
12 genes que tienen la alta probabilidad de estar implicados en el transporte de
iones, segun la red construida. Estos 12 genes tienen igual posibilidad de estar
implicados en esta funcion molecular, por lo tanto, es el punto de partida de una

linea de investigacion que los estudie.
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Figura 2: Analisis de coexpresion de vecindario. Esquema ilustrativo del principio
empleado para el andlisis de vecindario en la red de coexpresién. Cada circulo corresponde
a un nodo y las uniones entre ellos indican que genes en los correspondientes nodos se
coexpresan. Por ejemplo, los circulos azules representan aquellos nodos que poseen la
etiqueta molecular lon Transport (GO:0006811), estos estarian propagando la anotacién al
circulo blanco, conectado por varios azules, en la parte inferior derecha del esquema.

En base al andlisis de co-expresion realizado en Arabidopsis thaliana en el
laboratorio contamos una lista de 12 genes que tienen una alta probabilidad de
estar involucrados en homeostasis idénica. Sin embargo, la co-expresién no indica
necesariamente una relacion funcional directa entre grupos de genes, pero si da
indicios de que los genes pueden estar implicados en un mismo proceso (Lercher y

col. 2003; Persson y col. 2005; Coulibaly y Page 2008; Horan y col. 2008)

1.5.- Modelo de estudio: Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae son microorganismos ampliamente utilizados (Arsenault
y col. 2008; Tehseen y col. 2010). Esto se debe a que tienen un genoma haploide
de 16 cromosomas, poseen una rapida reproduccion, permitiendo una facil
manipulacion génica y la existencia de herramientas moleculares disponibles que

posibilitan un manejo experimental eficiente.
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Las levaduras, a diferencia de las bacterias, poseen la ventaja de ser organismos
eucariontes por lo que muchos de los mecanismos celulares y moleculares son

conservados con plantas.

Queremos determinar qué ocurriria en levaduras respecto a la tolerancia frente a
metales, al expresar genes de A. thaliana que se han predicho, estan relacionados
con transporte iénico. Lo que nos interesa, es obtener un cambio en el fenotipo de
las levaduras silvestres, generalmente estos cambios de fenotipo estan asociados a
la expresién de proteinas y estas pueden tener modificaciones post-traduccionales,
Saccharomyces cerevisiae nos resulta mucho mas conveniente para este objetivo
(Arsenault y col. 2008; Rea y col. 2010). Ademas de ser un muy buen modelo,
representa una oportunidad muy conveniente, debido a que esta levadura se
emplea en multiples procesos productivos. Por lo tanto el lograr obtener una
levadura con caracteristicas particulares, con un metabolismo iénico modificado,
ofrece prometedoras posibilidades de conocimiento y descripcion de nuevos genes

asociados al transporte ionico y futuras aplicaciones en diversas areas.

Debido a lo expuesto anteriormente, una buena alternativa para encontrar genes
candidatos para otorgar tolerancia frente al estrés salino -inducido por la alta
presencia de cationes a las levaduras- es mediante co-expresion. Permitiendo
encontrar genes nuevos, dentro de aquellos genes que estan poco caracterizados a

nivel funcional.

Abordandose de esta forma, la solucién al problema de encontrar genes que
puedan entregar tolerancia a cationes en las levaduras y con la ventaja de otorgar

nuevas anotaciones funcionales para genes implicados en homeostasis idnica.



12

En este proyecto planteamos como primer objetivo, analizar y caracterizar la lista
de 12 genes altamente relacionados con transporte idnico, en mayor profundidad,
utilizando distintos criterios bioinformaticos que nos permitiran seleccionar entre
éstos, aquellos genes mas interesantes y con mayor probabilidad efectivamente
estar involucrados en el metabolismo iénico.

Posteriormente se realizaran las estrategias moleculares para lograr la clonacion y
expresion de los genes seleccionados en Saccharomyces cerevisiae. Finalmente,
se planea someter a las levaduras transformadas a condiciones estresantes de
cationes metalicos con el objetivo de determinar el posible efecto en la tolerancia de

la transformacion de los genes de Arabidopsis thaliana en las levaduras.
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HIPOTESIS

Productos proteicos de genes de Arabidopsis thaliana identificados por coexpresion
génica y contagiados por el GO transporte idnico, aumentan la tolerancia al estrés

ibnico de levaduras Saccharomyces cerevisiae.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de productos génicos de genes candidatos de la red de
coexpresion de A. thaliana para aumentar la tolerancia a estrés idnico de
Saccharomyces cerevisiae

Objetivos especificos

1.- Seleccionar genes de A.thaliana de la red de coexpresion relacionados a
transporte iénico utilizando bibliografia, herramientas bioinformaticas y analisis de
datos de microarreglos.

2.- Generar cepas deS. cerevisiae que expresen los genes seleccionados de A.
thaliana relacionados a transporte ionico.

3.- Determinar si existe tolerancia de S. cerevisiae transformantes a condiciones de

estrés ionico.
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MATERIALES Y METODOS

2.1Anadlisis bioinformatico y analisis bibliografico

Se realizd una busqueda bioinformatica de la base de datos The Arabidopsis
Information Resource (TAIR), publicada en la pagina web www.arabidopsis.com. En
dicha base de datos se buscaron las descripciones y caracteristicas de los genes
seleccionados (ITRG: lon Transport Related Gen).

Para seleccionar los genes a ser estudiados desde la lista disponible, se efectu6 un
histograma con los vecinos de los ITRG en esta red, donde se investigd los datos
correspondientes a las caracteristicas y abundancias de las distintas anotaciones
en la base de datos “The GO consortium”, publicada en la pagina web
www.geneontology.com(Gene y Consortium, 2000).

Con el objetivo de poseer la mayor cantidad de antecedentes posibles de los genes
estudiados, se realizé un analisis con varias herramientas bioinformaticas, que
permitieran realizar predicciones sobre localizacion subcelular y posibles
segmentos transmembrana utilizando distintos parametros. Los programas
utilizados se muestran en la tabla 1, donde ademas se detallan los métodos y

parametros que cada uno emplea para hacer las predicciones
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Tabla 1. Herramientas bioinformaticas empleadas para realizar predicciones de
localizacién subcelular.k-NN: k Nearest Neighbor y PNN: Probabilistic Neural Network.

Herramienta de prediccién bioinformatica
WolLF-PSORT

Descripcién del método

Retferencia asociada

Anélisis de la composicion de la
secuencia  aminoacidica vy
motivos.

(Horton et al., 2007)

SVMtm

Prediccion de dominios
transmembrana

(Yuan et al., 2004)

ESLpred

Prediccion mediante
alineamientos aminoacidicos y
propiedades fisicoquimicas

(Bhasin and Raghava, 2004)

TMHMM

Prediccion de dominios
transmembrana  (evalia la
formacion de a-héelices)

Plant-mPloc

Integra datos del GO, dominios
funcionales, composicion de
aminoacidos

(Chou and Shen, 2010)

Y-loc

Busca sefales de localizacién
subcelular o motivos relevantes
para la sefalizacion de
proteinas.

(Briesemeister et al., 2010)

SubcellProt

Utiliza algoritmos probabilisticos
(k-NN y PNN).

http://www.bioinfo.de

EpiLoc

Localizacién subcelular basado
en andlisis de secuencias.

(Brady and Shatkay, 2008)

SherlLoc2

Localizaciéon basada en analisis
de secuencia y perfiles
filogenéticos.

(Briesemeister et al., 2009)

2.1.1Analisis de perfiles de expresion de plantas sometidas a estrés salino y

estrés osmotico.

Con la finalidad de estudiar el perfil de expresién de todos los genes

correspondientes a plantas de Arabidopsis sometidas a estrés salino y estrés

osmético, desde los datos de microarreglos disponibles en la base de datos NASC

(Craigon y cols., 2004). Se utilizaron los datos correspondientes a experimentos de

plantas sometidas a estrés salino (NaCl 150mM) y estrés osmético (Manitol
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300mM). Los datos empleados corresponden a los experimentos publicados como:
AtGenExpress Stress Treatments (Control plants), AtGenExpress Stress
Treatments (Salt stress), AtGenExpress Stress Treatments (Osmotic stress). Para
ambos estreses se evaluaron los siguientes tiempos: 0; 0,5; 1; 3; 6; 12 y 24 h
(AtGenExpress Consortium.). Los tres grupos de experimentos corresponden a 84
chips ATH1 Affymetrix™ donde se incluyen los distintos tiempos de exposicion a los
distintos tratamientos (control, estrés osmético y estrés salino), dos tipos de tejido
(parte aérea y raiz) y una réplica técnica en cada caso. Para poder realizar el
andlisis de los datos, se verifico la calidad de los microarreglos, para que los datos
fueran comparables entre si. La normalizacién se realizd mediante el método de

Robust Multichip Average o RMA (Irizarry, 2003).

Los datos obtenidos corresponden a dos réplicas experimentales en cada caso. Los
valores de estas réplicas fueron promediadas, posteriormente, cada promedio
correspondiente a las expresiones génicas registradas en cada tratamientos fueron
normalizados punto a punto por su respectivo valor en los controles. Mostrandose

los resultados mediantes expresion relativa a través del tiempo.
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2.2.1.1 Tejido Vegetal

Se sembraron semillas de plantas de Arabidopsis thaliana Columbia 0 (Col-0) en
lana de roca como soporte, nutrido mediante medio hidropénico concentracion 1X
(Tabla 2). Estas fueron incubadas en un ambiente controlado: con un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y temperatura de 22°C. Luego de 3
semanas desde la germinacién de las semillas, fue colectado tejido de hojas de la
roseta y hojas caulinares. El tejido fue congelado y guardado a -80°C hasta ser

utilizado.

Tabla 2: Medio hidropdnico de cultivo de plantas(100X): Esta solucion se prepara
concentrada para luego ser diluida hasta una concentracién de 1X para incubar las plantas
hidropénicamente. Los reactivos se agregaron secuencialmente en el orden indicado.
Previamente, se debe disolver el reactivo 2 separadamente en agua destilada y se agrega
lentamente. Antes de anadir el reactivo 10, el volumen debe ser de 900 mL y se lleva el pH
a 5 con KOH 10 M, para obtener un pH final de 6 (Gibeaut, 1997).

Ne Reactivo Concentracion finalde uso (1X) Masa(g)para1L 100X

1 KNO; 125 mM 12.640
2 Ca(NOs)4H,0 150 mM 35.430
3 MgS0,TH,0 75 mM 18.490
4 KH:PO, 50 mM 6.800
5 KCl 5mM 0.370
3 H:BO; 5 mM 0.310
7 MnS0, TmM 0.150
8  ZnS04TH0 200 pM 0.060
9 CuSOa 150 pM 0.024
10 Na;0,51 10 mM 122

11 Fe/DTPA 10 mM 3.640

2.2.1.2 Cepas Bacterianas

Para realizar las amplificaciones de los diferentes constructos utilizados en este
trabajo, se emplearon las células Match 1 (Invitrogen), las cuales son Escherichia
coli tratadas quimicamente, para hacerlas competentes. Estas permiten una

eficiente transformacion, ademas de un crecimiento mas rapido en comparacion a
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otras células disponibles en el mercado para dicho proceso. Estas células se

almacenan a -80°C hasta ser utilizadas.
2.2.1.3 Levaduras

Se emplearon levaduras de la cepa Saccharomyces cerevisiae BY4743 cuyo
genotipo es

(MATala his3A 1/his3A 1leu2A 0/leu2A 0L YS2/lys2A0met15A0/MET 15ura3A 0/ura3A0).

2.2.2 Disefio y ejecucion de construcciones moleculares y la posterior
evaluacion en levaduras.

2.2.2.1Extraccion, verificacion y cuantificacion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizé el kit Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit
(Invitek), especialmente disefiado para la extraccion de RNA en tejidos vegetales
ricos en azucares y/o fenoles. Se moli6 el tejido vegetal, previamente congelado a -
80°C, utilizando nitrégeno liquido para evitar la degradacion de los acidos nucléicos.
Una vez eluido el RNA en agua libre de nucleasas proporcionada por el kit, fue
almacenado a -80°C hasta su utilizacion. La calidad del RNA extraido se verificé a
través de dos métodos, mediante electroforesis en geles de agarosa en condiciones

denaturantes y por espectrofotometria.

Para confeccionar el gel en condiciones denaturantes se modificé el protocolo de
Sambrook y Russell, 2001. Se preparé un gel 1,5% agarosa, 10% v/v de
MOPS10X (MOPS 400mM, EDTA 10mM-pH8-, CH;COONa 100 mM), 0,03% v/v de
CH>0. 10%completandose el volumen con agua tratada con DEPC. Las muestras
se prepararon con 0,5-1 ug de RNA (1uL ),1uL de Bromuro de Etidio 25 Mm y 1 uL
de tamp6n de carga 3X (Winkler). En el gel previamente enfriado se cargaron las
muestras, luego se corrié en MOPS 1X (diluido desde el 10X con agua tratada con

DEPC) durante 45 min a 70 Volts.Los geles fueron observados y fotografiados bajo
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luz UV en un transiluminador con camara fotografica incorporada (GeneGenius

Classic de SynGene®).

Las mediciones espectrofotométricas se realizaron con un equipo Nanodrop ND-
1000 V3.3.Se evalud la calidad del RNA, midiendo la absorbancia de las muestras a
longitudes de onda (A) de 230, 260 y 280 nm. El programa asociado a este
espectrofotometro permite obtener las razones 260/280 y 260/230 que se emplean
para evaluar la pureza de las extracciones de RNA. Un valor de la relacion 260/280
cercano a 2.0 indica extracciones puras de RNA, valores mas bajos que estos,
sefalan la presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben a
280 nm. La relacion 260/230 para muestras de RNA comunmente estan en el rango
de 1.8 y 2.2. Valores mas bajos revelan la presencia de solventes organicos,
algunas sales y proteinas (Fleige and Pfaffl, 2006, Sambrook y Russell, 2001). Se
utilizaron muestras de RNA que se encontraban que mostraban un valor de 2 para

ambas razones.

Para eliminar posibles residuos de DNA gendmico en las muestras de RNA
extraidas desde plantas silvestres previamente, se realizd un tratamiento con la
enzima DNAsa | (Fermentas).Donde se tomaron en 7,5 pL (90ng/uL) de RNA, 1uL
de enzima (1U de DNAsa I) y 1uL del tampdédn 10X de la DNAsa | conMgCls
(Fermentas), ademas de 0,25 pL de inhibidor de RNAsas Ribolock™, (10U, de
Fermentas). La mezcla se incubd por 20 min a 37°C. Posteriormente se inactiva la
DNAsa adicionando a cada tubo de reacciéon 1uL de EDTA25mM incubando las

muestras durante 15 min a 65°C.
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2.2.2.2 Transcripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR).

Para llevar a cabo el RT-PCR se emple6 el termociclador MyCycler™ (BIO-

RAD). En cada reaccion se mezclaron 5,5 pL del RNA tratado con DNAsas con 1uL

del partidor “oligo AP” (5 CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTITTTTITTITTITI
3'), esta mezcla fue puesta en el termociclador, incubandose por 5 min a 70°C.
Luego en hielo por otros 5 min. Pasado este tiempo, a cada tubo se le agregan los
demas reactivos que permiten la reaccion: 1uL de la enzima transcriptasa reversa
RT-lImprom Il (Promega), 4 uL de amortiguador 5X de enzima RT (Promega), 5,2 uL
de MgCl; 25 mM, 1uL de dNTPs (preparados en agua previamente tratada con
DEPC) 10 mM y 0,5 pL (20U) de inhibidor de RNAsas Ribolock™ (Fermentas). Se
realizo el protocolo recomendado por Promega (indicado en la Tabla 3).

Tabla 3:Programa para realizar la transcripcion reversa. En la tabla se indican los
segmentos del protocolo de la transcripcidn reversa: primero se realiza la inactivacion de las
DNAsas (DNAsa 1), posteriormente se aparean los oligos AP a los RNA mensajeros, luego
un tercer segmento de extension de la enzima transcriptasa reversa (TR), terminando con la
inactivacion de la enzima, para obtener un producto puro para la amplificacion mediante
PCR. Se sefala la duracién de cada uno de los pasos y las temperaturas a las cuales
fueron incubadas las muestras de RNA en el termociclador.

RT-PCR Segmentos Paso Tiempo Temperatura (°C)
Inactivacién de DNAsas L 5 min #
2 5 min 4
Unién de los RNAs con el oligo AP 3 5 min 25
Extension 1 60 min 42

Inactivacidn de TR 2 15 min 70
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2.2.2.3 Disefio de partidores.

Se disenaron partidores para los genes estudiados, contemplando la utilizacion de
la tecnologia Gateway (INVITROGEN) para el clonamiento y posterior expresion de
proteinas de fusion. Los partidores se disefiaron tomando como molde las
secuencias CDS (CoDing Sequence) de genes de Arabidopsis thaliana,
depositadas en la base de datos www.tair.org. Los genes estudiados se
denominaron lon Transport Related Genes (ITRG) 1, 2 y 3. Los partidores
amplifican el marco de lectura abierto completo de cada gen. Debido a que se
desea construir proteinas de fusién, con etiquetas en el extremo carboxilo terminal,
se disefiaron eliminando el codén de termino (TGA, TAA o TAG) del CDS. Este
codon se reemplaza por un codon que codifique para un aminoacido con una
cadena radical pequena (glicina o serina) y no cargada, de tal forma de evitar
alteraciones en la conformacién de la futura proteina de fusion. En la Tabla 4 se

muestran los partidores disefiados.

Tabla 4: Partidores. Se muestran los partidores disefiados para la amplificacion de
los fragmentos de interés y su posterior clonacién. ITRG: lon Transport Related
Gen, los seleccionados en este trabajo son ITRG1, ITRG2 e ITRG3.

Genes Partidores
ITRG 1 F 5GAT TCG ATC AAG GAAATG GCG TAC 3
R 5TGA GAT GAA GTT ACG GAT GTC TAG 3’
ITRG 2 F 5AAC ACG ATG GGA ACA ATG GGT AAAGC ¥
R STCCAGCTGCTITTGGTACATTCTC Y
ITRG3 F S5ATGTTT CTA CGG GCA ATC GGA3'
R 5TCC CTC CTT CAA CTG CGG ATC GCT3
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2.2.2.4 Amplificacion de los fragmentos para la clonacion.

La amplificacion de los fragmentos para la clonacién se lleva a cabo mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction). Como resultado de la transcripcion reversa, se
obtiene una mezcla de cDNAs correspondiente a la poblacion de mRNA en el
momento en que se colectd el tejido. Estos cDNAs se utilizan como hebras moldes
para la amplificacién mediante PCR. Para amplificar los genes de interés se empled
un protocolo estandar de PCR: denaturacién inicial: 95°C por 2 mins, luego 33
ciclos de: denaturacién a 94°C por 30 seg, 1 min de hibridacién con los partidores
(el fabricante de la enzima recomienda 5°C menos de la temperatura de disociacion
de los partidores (Tm), esto se estandariza en cada caso) y extensién a 72°C por 45
segundos. Finalmente un periodo de 10 min a 72°C como extensién final. Para
realizar las clonaciones se amplificaron los fragmentos de interés con la enzima Pfu
DNA polimerasa (Fermentas). La reaccion general llevada a cabo para amplificar
los genes fue amortiguador sin MgSO, 1X, MgSO, 2 mM, dNTPs 0,4 mM, Pfu 0.05
U/uL, 1puL de cDNA, partidor directo 0,2 mM de y partidor reverso 0.2 mM,
completandose el volumen total a 25 pL con agua nanopura. Para utilizar la
tecnologia Gateway se necesitan secuencias amplificadas con extremos cohesivos,
con una Adenina (A) desapareada en cada extremo 3’ del amplificado. Debido a
que la enzima Pfu genera extremos romos, después del PCR con esta enzima, para
la adhesion de la adenina se realiza una incubacion de 15 min a 72°C agregandole
a cada tubo 1puL de MgCl, 25 mM, 1L de dATPs y 0,2 uL de Tag DNA polimerasa

(Biolasa, Bioline).

La tecnologia Gateway contempla la clonacién de los fragmentos de interés en un

vector de entrada. Posterior a esto, mediante enzimas, endonucleasas, se puede
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realizar la recombinacién en sentido con una gran variedad de vectores de
expresion. Esto permite hacer pruebas de expresién en muchos sistemas al mismo
tiempo, ademéas de producir varios tipos de vectores con 0 sin promotor, con
distintas etiquetas (HIS, HA, EGFP, etc) para hacer proteinas de fusion, fusiones en

el N- o C-terminal, etc.

2.2.2.5 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para visualizar fragmentos de DNA provenientes de digestiones, PCR, las
extracciones de DNA plasmidial, etc, se realizo electroforesis en geles de agarosa.
Esta electroforesis se lleva a cabo en el amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM
y EDTA 1 mM, pH 8). Se prepararon geles de agarosa de distintas concentraciones
segln el caso (0.8-2% agarosa en TAE 1X), realizando la electroforesis en
promedio por 40 min a 100 V. Posteriormente se incubé el gel en una solucion de
bromuro de etidio 25mM por 20 min. Se visualiza el ADN, utilizando UV en el equipo
transiluminador con camara fotografica incorporada (GeneGenius Classic de
SynGene®). Las muestras de DNA contiene solucién amortiguador de carga (azul
de bromofenol 0.25%, xylen cyanol 0.25% y glicerol 80%) para lograr la
visualizacion de la muestra y que esta se ubicara en el fondo de cada pocillo. Se
utilizaron los estandares de peso molecular Ladder GeneRuler™ de 100pb y de

1Kb (Fermentas).
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2.2.2.6.1 Clonacion

El vector de entrada gateway seleccionado fue pCR8/GW/TOPO de 2817 pb
(INVITROGEN). Este vector (figura 3) posee resistencia al antibiético
espectinomicina, lo cual proporciona un método de seleccién para bacterias
transformantes. Para realizar una clonacién en este vector, es necesario un
fragmento que posea una base A desapareada en el 3' de cada extremo, ya que el
vector posee la base Timina (T) en los sitios de recombinacion attL1 y attL2, lugar
donde se inserta el fragmento de interés. En los sitios aftL1 y atiL2 se encuentra
unida la enzima Topoisomerasa | que cataliza la reaccion para ligar el segmento a
clonar en el vector. Para la ligacién se utilizé entre 150 y 200 ng totales de inserto,
0.5 pL de solucion salina (incluida en el kit), 0.5 pL de vector pCR8/GW/TOPO,

ademas del agua necesaria para completar 3 pyL. Esta mezcla se incuba a 25°C por

2a6h.
Componentes del vector (2817pb) Bases
' rmB T2 secuencia terminadora de la transcripcion I 268— 295
rrmB T1 secuencia terminadora de la transcripcion 427-470
M13 sitio del partidor forward (-20) para secuenciar 537-552
atiL1 Secuencia de recombinacion 569-668
GWH1 sitio del partidor para secuenciar 607-631
Sitio 1 de reconocimiento de TOPO 678-682
® ® Sitio 2 de reconocimiento de TOPO 683-687
pCR glaﬁgvl?i;opo atfl 2 Secuencia de recombinacion 696- 795
GW?e sitio del partidor para secuenciar 733-757
Sitio de inicio del promotor T7 836-852
M13 sitio del partidor reverse para secuenciar 836-852
Promotor del gen para la resistencia a la Espectinomicina ~ 930-1074
Gen de resistencia para Espectinomicina (SpnR) 1064-
pUC origen de replicacién 2141-

Figura 3: Vector de entrada pCR8/GW/TOPO. En la figura se muestra un esquema general
de las caracteristicas del vector. A la derecha se indica la ubicacién de las secuencias de
interés que posee el vector. Datos modificados del manual de INVITROGEN.
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2.2.2.6.2Transformacion de células competentes

Para transformar las distintas ligaciones (vector con inserto), se prepararon células
quimiocompetentes, las cuales se trataron con sales de calcio para hacerlas
sensibles a la transformacion mediante estrés de temperatura. También se
emplearon células competentes de Invitrogen (Mach1).Una vez realizada la ligacion
del fragmento de interés en el vector pCR8 se procede a la transformacion, donde
se tomaron 200 uL de células gquimiocompetentes y se mezclaron junto con la
ligacién de interés, incubandose 45 min en hielo. Posteriormente, se les dio un
estrés térmico a 42°C por 75 s y rapidamente se vuelven a incubar en hielo. Para
permitir la recuperacion de aquellas células que hayan sobrevivido al estrés térmico
aplicado, se dispuso de un tubo con 1 mL de Luria -Bertani (LB: triptona 1%p/v,
extracto de levadura 0,5%p/v, NaCl 1%p/v) al cual se le agreg6 la reaccion de
transformacién y se dejaron crecer con agitacién por 1 hora a 37°C. Luego de ese
tiempo, se tomo una alicuota de 100 plL y se distribuyd uniformemente en una placa
de agar LB conteniendo el antibiético de selecciébn correspondiente
(espectinomicina, ampicilina o kanamicina segun correspondiera) en una
concentracion final de 100ug/mL. El cultivo restante se sedimentd en la centrifuga a
3.000 rpm por 4 min. Se eliminé el sobrenadante y el sedimento se resuspende en
un volumen minimo, que se dispone en una nueva placa de LB-agar 1,5%p/p
conteniendo el antibidtico de seleccion. Ambas placas se incuban a 37°C durante
16 h. De esta forma, si es que la clonacién fue eficiente se podran identificar
colonias aisladas si es que la clonacion fue de alta eficiencia (en las placas donde
se sembrod el cultivo sin sedimentar) o baja (mayormente en las placas cuyo cultivo

fue previamente sedimentado). Luego se evaluaron aquellos clones que hayan
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resultado con una transformacion exitosa, es decir, se analizaron las colonias

encontradas en las distintas placas.

2.2.2.7 ldentificacion de bacterias transformantes

En esta seccién se ejemplificara este procedimiento con la clonacién de una
ligacion realizada con el vector pCR8. Todas las transformaciones en bacterias se
realizaron de la misma manera. El método de seleccién de bacterias transformantes
para todos los casos de las transformaciones se realiza mediante resistencia a
antibioticos. Una vez realizada la transformacion en las células competentes Mach1
(Invitrogen), se siembran en una placa de LB-agar 1,5% suplementada con el
antibidtico espectinomicina a una concentracion final de 100 pg/mL (el vector pCR8
proporciona resistencia contra este antibiético), se incuban en una estufa a 37°C
por 16 horas y se evaluan las colonias existentes. Como primer método de
seleccion se utilizd el analisis rapido de colonias mediante PCR. En esta técnica se
pican las colonias y se resuspenden en 10 yL de agua nanopura estéril. Desde esta
dilucién se tomé 1 pL para realizar un PCR convencional, para verificar la presencia
del inserto de interés en el DNA plasmidial. Aquellas colonias que resultan positivas
al PCR se crecen en 5 mL de LB-liquido suplementado con espectinomicina 100
Ha/mL, durante 16 horas a 37°C en agitacion constante. Luego de esto, se realizo
una extraccion de DNA plasmidial mediante el kit AXYPREP plasmid miniprep
(AXIGEN). A esta muestra de DNA se le hicieron los andlisis para asegurar que se
haya clonado el segmento de interés. Ademéas que se encuentre en el sentido
correcto. Se evalla la presencia de mutaciones durante la amplificacion por PCR

mediante secuenciacion del tipo Sanger.
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El primer andlisis que se realizé, fue digestiones enzimaticas utilizando
endonucleasas de restriccion, donde se incuban los vectores con diferentes
enzimas para obtener distintos fragmentos que permitan la discriminacion de un
gen clonado en sentido con respecto al promotor frente a uno en antisentido.
Ademas de esta manera se puede confirmar que se trata de un fragmento que tiene
un patrén de restriccion coincidente con el esperado. Posteriormente se observaron
los distintos patrones de digestion mediante electroforesis en geles de agarosa.
Para confirmar la correcta clonacién del marco de lectura abierto de interés vy
evaluar la presencia de mutaciones, los clones se mandaron a secuenciar mediante
Secuenciacion capilar de Sanger, utilizando partidores que hibridan con el vector
pCR8 en sitios externos a los fragmentos clonados (M13 y M13pUC) a la empresa
Macrogen. Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos,
utilizando Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y posterior alineamiento
utilizando la herramienta en linea ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Se verificd que los fragmentos clonados tuviesen la secuencia correspondiente al
codédn de inicio (ATG) en sentido con los sitios de clonamiento, y se comprob6 que
no hubiera mutaciones con respecto a la secuencia depositada en la base de datos
para cada gen. Ademas de que se haya realizado el correcto reemplazo del codén

de término, para permitir la expresién de la proteina de fusioén proyectada.
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2.2.2.8 Recombinacion

Una vez completada la revision de los clones de interés, se realizé la recombinacion
con vectores de expresion (vectores de destino). Se utilizé la enzima LR clonasa
(INVITROGEN), esta enzima reconoce los sitios attL1 y attL2 del vector de entrada
pCR8 y cataliza la recombinacién con los sitios attR1 y attR2 de los distintos
vectores de expresion. Para este procedimiento se mezclan aproximadamente 200
ng del vector de entrada conteniendo el gen de interés, mas 100 ng
aproximadamente del vector de destinacion, completando a un volumen final de 8
pL con Tampdén TE pH 8.0. Paralelamente, antes de utilizar la enzima, el tubo de la
enzima LR clonasa se mezcla fuertemente y luego se mantiene en hielo. Para
realizar la recombinacion, se le agrega 1uL de LR clonasa a cada muestra de
vectores, se mezclan enérgicamente y se resuspende repetidas veces. Para darle
tiempo al proceso de recombinacion, se incuba por 2 horas a 25°C. Finalmente,
para inactivar la recombinasa, se le agrega a la solucion 1uL (1ugul™) de

Proteinasa K (INVITROGEN), incubandose 10 min a 37°C.

Se emplearon los vectores de expresién con promotores de levaduras: pYES-
DEST52 Gateway (INVITROGEN), ademas de pAG426GPD-ccdB-HA vy
pAG426GPD-ccdB-GFP (Addgene Plasmid Repository). ElvectorpYES-DEST52
posee un promotor inducible por galactosa, secuencias que codifican para un
epitope de histidina (HISx6) y un epitope V5 de manera de generar proteinas
etiquetadas en el extremo carboxilo. Mientras que los otros dos vectores tienen un
promotor de expresion constitutiva, ademas de una secuencia que codifica en el

extremo 3’ para el epitope HA (Hematoglitinina A) y EGFP (Enhanced Green
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Fluorescent Protein) respectivamente. Los tres vectores otorgan resistencia al

antibiético ampicilina en bacteria (ver figura 4).

pYES sin inserto
Vector

pYES/ITRG

pAG426GPD-ccdB-HA

pAG426GPD-TTRG-HA

pAG426GPD-ccdB-EGFP

attR2

¥ attB1 attB2

PAG426GPD-ITRG-EGFP

Figura 4: Vectores GATEWAY de expresion en levadura previa y post recombinacién
homologa. Se muestra el esquema de los vectores utilizados para la expresion de distintos
genes en levaduras. En cada caso se muestra en primer lugar los vectores sin inserto y
luego la forma post recombinacion con pCR8-ITRG. A corresponde al vector pYES-DEST52,
B al vector pYES-ITRG, C al vector pAG426GPD-ccdB-HA, D al vector pAG426GPD-ITRG-
HA, E al vector pAG426GPD-ccdB-GFP, mientras que F al vector pAG426GPD-ITRG-GFP.
URA 3: secuencia génica que codifica para la enzima orotidina-5'-fosfato descarboxilasa,
enzima clave en la biosintesis de pirimidinas en S.cerevisiae. Se utiliza como marcador de
seleccion en la transformacion de cepas de S.cerevisiae auxotrofas para Uracilo; GAL:
promotor inducible por galactosa; GPD: Promotor constitutivo del gen de la enzima
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; V5: secuencia que codifica para el epitope
(proteina del virus del simio 5) reconocible por un anticuerpo comercial; HIS: secuencia que
codifica para un epitope de seis histidinas detectable por un anticuerpo comercial; HA:
secuencia que codifica para el epitope de hematoglutinina A, reconocible por un anticuerpo
comercial; EGFP: secuencia que codifica para la proteina fluorescente verde de eficiencia
aumentada. Cm"™: secuencia génica que entrega resistencia al antibiotico cloranfenicol;
Amp: secuencia génica que entrega resistencia al antibidtico ampicilina; ccdB: secuencia
génica que codifica un producto proteico téxico para algunas cepas bacterianas para evitar
la seleccién de bacterias que posean el vector sin inserto.; attR1y attR2: sitios de
recombinacion de los vectores de expresion; attB1 y attB1:sitios de recombinacién de los
vectores de expresion posteriores a la recombinacion; ITRG: lon Transport Related Gene
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NosP::NPTII

pGWEBS (sin inserto)

f . 35S:HPT i j
L B

' 355uHPT

pGWBS/ITRG NosP::NPTII

;.J‘sul-l-z,j

IU:lI:I>

Figura 5:Vectores de expresion de proteinas de fusiéon en plantas. Se muestra un
esquema del vector utilizado para la sobreexpresion de distintas proteinas en plantas. A
corresponde al vector pGWB8y B corresponde ala construccién resultante de la
recombinacion del vector pPGWBS con los distintos ITRG. 35S: Promotor constitutivo del gen
del virus del Mosaico de la coliflor; (HIS x6): secuencia que codifica para un epitope de seis
histidinas detectable por un anticuerpo comercial, Cm": secuencia génica gue codifica para
la resistencia al antibiético cloramfenicol; NosP::NPTII: secuencia promotora de la nopalina
sintasa y secuencia génica que codifica para la resistencia al antibi6tico kanamicina; ccdB:
secuencia génica téxica para algunas cepas bacterianas; attR1 y attR2: secuencias de
recombinacion de los vectores de expresién previa recombinacién; attBl y attB1:
secuencias de recombinacién de los vectores de expresién posteriores a la recombinacion;
NosT: secuencia génica terminadora de la traduccion; 35S::HPT: secuencia promotora y
secuencia genica que otorga resistencia contra el antibidtico higromicina; LB y RB: extremos
del T-DNA que permiten la insercion en el genoma en el DNA de la planta transformada;
ITRG: lon Transport Related Gene.

Paralelamente, con el objetivo de sobre expresar los ITRG en plantas en el futuro,
se utilizd el vector de expresion pGWBS, el cual posee un promotor constitutivo
fuerte 35S, ademas de una secuencia que codifica para un epitope de 6 histidinas.
Este vector otorga resistencia en plantas y bacterias al antibiético kanamicina,
mientras que también otorga resistencia contra al antibiético higromicina en plantas

(Figura 5).
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2.2.2.9 Transformacion de levaduras
2.2.2.9.1 Preparacion de levaduras competentes

Para verificar el efecto que causan los genes estudiados en esta tesis, se
transformaron los vectores de expresién en la cepa silvestre de Saccharomyces
cerevisiae BY4743. Como control se transformd levaduras con los vectores sin
inserto.

Para transformar las levaduras se utilizé el método de electroporacion, haciendo
levaduras competentes para transformacién. Se inoculé la cepa BY4743 en 100 mL
de YPD (1% Extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa) .Este indculo se
incubd a 28°C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad éptica (DO) a
600nmentre 1,3-1,5. El cultivo se sedimenté a 5000 rpm por 5 min a 4°C y
posteriormente se lavo con agua estéril y fria (se repitid6 eliminando el agua,
conservando el sedimento). El sedimento de células se resuspendié en 4mL de
sorbitol 1M (estéril y frio), luego se sedimenté a 5000 rpm, por 5 min a 4°C,
finalmente se suspendieron las células en 100 pL de sorbitol 1M. Almacenando las

células a 4°C hasta su uso.

2.2.2.9.2 Incorporacion de las distintas construcciones en levaduras

Para realizar la transformacion se mezclé una alicuota de células competentes
(seccién 2.2.2.9.1) con 100 ng de DNA solubilizado en 0,1- 5 uL de tampén TE o
agua nanopura desionizada. Si el DNA no proviene de una extraccion plasmidial por
kit directamente, es necesario un paso de dialisis con membranas de nitrocelulosa
en agua desionizada, durante 20 min. Esta mezcla se agreg6é a la cubeta de

electroporacion y se incuba por 4 min en hielo. La electroporacién se lleva a cabo
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en el equipo Gene Pulser Xcell Electroporation System (BIORAD). Los parametros
utilizados para la electroporacién son: 1,5kV, 25uF y 200Q), por un periodo entre
4,5-5 ms. Posteriormente con el objetivo de permitir la recuperacion de las levadura,
estas se incuban en 1 mL de YPD por 1h con agitacion a 28°C. Después de esto,
el tubo se centrifuga a 3.000 rpm por 4 min y se lava el sedimento con medio
minimo de levadura, YMM (Yeast Minimal Medium: YNB -Yeast Nitrogen Base-
0,8%, (NH4)>S040,5%, glucosa 2% y aminodcidos indicados en la tabla 4). Se
toman 100 pL de cultivo y se siembran en una placa YMM-agar. Los 900 pL
restantes se sedimentan y finalmente, se resuspende en un volumen minimo para
ser también sembrado. Estas placas de YMM-agar se incuban a 30°C durante 48 h.
Luego se analizan las colonias obtenidas, donde cada una de ellas corresponde a
una célula transformada con un plasmidio, permitiéndole crecer en el medio de
seleccién por auxotrofia. Con los distintos clones obtenidos se realizaron pruebas

de tolerancia a cationes metalicos.
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Tabla 5: Aminoacidos que contiene el medio minimo YMM. El medio minimo de
cultivo de levaduras utilizado posee aminoacidos en dos concentraciones distintas,
se muestra la lista de aminoéacidos 1, en la cual se debe agregar cada amino4cido a
una concentracion final de 0,1g/L, mientras que en la lista de aminoacidos 2, la
concentracion final de cada uno es de 0,05g/L.

Aminoéacidos 1 Aminoacidos 2

0,1g/L 0,05g/L
Adenina Acido aspartico
Arginina Histidina
Cisteina Isoleucina
Leucina Metionina
Lisina Fenilalanina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
*Uracilo Tirosina

Valina

2.2.2.10 Ensayos de tolerancia a cationes metalicos en S. cerevisiae

Para determinar la tolerancia de las levaduras transformadas con las distintas
construccion es en medios con cationes metalicos, se montd un ensayo de
crecimiento en placas de 96 pocillos. Se realizaron dos protocolos distintos,
dependiendo del vector con el que estaban transformadas las levaduras, siendo la
mayor diferencia los tiempos de induccién necesarios para las levaduras
transformadas con las construcciones que incluyeran el vector pYES-DEST52,
mostrado en la figura 6.

Se crece una cepa transformada en 5-10 mL de YMM para permitir que las
levaduras se multipliguen. Luego de dos dias en agitacién constante, a 28°C, se
toma la cantidad de cultivo necesaria para obtener un cultivo de levaduras en YMM
rafinosa (Yeast Minimal Medium: YNB -Yeast Nitrogen Base-0,8%, (NH4).S040,5%,

rafinosa 2% y aminoacidos indicados en la tabla 4) con una OD600nm de 0.5. La



35

rafinosa es un azlcar que no afecta la actividad del promotor gal, en cambio la
glucosa lo reprime. El cultivo se incuba por 48 h en agitacién constante a 28°C,
donde finalmente, se realiza un procedimiento similar al anterior, pero esta vez se
pasa desde YMM rafinosa a YMM galactosa (Yeast Minimal Medium: YNB -Yeast
Nitrogen Base-0,8%, (NH4).S50,40,5%, galactosa 2% y aminoacidos indicados en la
tabla 5). Esta nuevo inéculo se mantiene a 28°C, en agitacion constante durante 6
h permitiendo la activacion del promotor. Una vez transcurrido el tiempo, se
inocularon placas de 96 pocillos con 100 pL de cultivo de cada transformante, 50 pL
de una solucion estéril de cation metdlico en agua 4X (para lograr una
concentracion final en los pocillos de 1X) y 50 uL de YMM galactosa 2X (para
mantener constante la concentracion inicial del medio del cual provenian los
cultivos, evitando el efecto de dilucion). Las placas se mantuvieron en agitacion
constante a 28°C, realizando mediciones cada 2 h. Los experimentos se hicieron
con dos réplicas biologicas, y 3 réplicas técnicas por vez. En la tabla 6 se muestran
los cationes metalicos utilizados y sus respectivas concentraciones. Se escogieron
estos iones debido a que se ha descrito su mecanismo de accién en plantas y dado
la posible reaccion de las plantas se podria inferir una probable funcién de los
productos génicos codificados por los ITRGs. Estos metales se encuentran
presentes ademas, en diversos procesos industriales, contaminando las zonas
donde se podria encontrar una aplicacion directa a los productos génicos,
relacionada con la biorremediacion. Ademas se utilizaron 3 concentraciones, una
que afectara el crecimiento de las levaduras controles entre un 20 y 30%, otra que
permitiera crecer sélo al 50% de las levaduras y otra concentracion que afectara el

crecimiento de las levaduras en mas de un 80%.
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Inoculo Inoculo
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I:_ Cultive en matraz ———> Q— Placade 96 —>
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Mediciones
cada 2 hrs

Figura 6: Protocolo de induccién de las construcciones que poseen el promotor GAL1
transformadas en levaduras. Se muestran las etapas para realizar la induccion del
promotor GAL1 en las construcciones provenientes del vector pYES-DEST52 mediante la
incubacién con galactosa. Es necesario crecer las levaduras primero en glucosa y luego en
rafinosa antes de la induccion por galactosa. OD: densidad 6ptica medida a 600 nm.

Tabla 6: Cationes metalicos utilizados para los ensayos de tolerancia de S.cerevisiae.
Se evalu6 el comportamiento de las distintas levaduras transformantes frente a Na”, Zn?,
Cu™, Co®"y Cd*'. Se utilizaron las concentraciones finales mostradas en la tabla (1X).

Cationes Metalicos Concentraciones 1X
NacCl 100mM, 500mM y 1M
ZnCl 500uM, TmM y 10mM
CuSO, 500uM, 1mM y 3mM
CoS0, 100pM, 250uM y 500puM
CdCl, 25 pM, 50 UM y 75puiM

Para las transformaciones realizadas con los vectores pAG426GPD-ccdB-HA y
pAG426GPD-ccdB-EGFP el protocolo realizado contempla un periodo previo al
tratamiento con cationes metdlicos. Se incubaron las levaduras durante 6 horas en
agitacién constante a 28°C en matraces con YMM. Luego se ajustaron los cultivos a
una DO (600nm) de 0,5 para finalmente ser inoculados en las placas de 96 pocillos,
empleando las mismas proporciones volumétricas que con las cepas transformadas
con pYES-DEST52 (Seccion 2.2.2.9.2).

Para la cuantificacion de la densidad 6ptica en las placas de 96 pocillos, se midio la
absorbancia a 620nm cada 2 horas utilizando el lector de placas de elisa TECAN

infinite F50. Los datos obtenidos del crecimiento de las levaduras transformadas
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con las distintas construcciones se expresan relativisados a la DO registrada al
inicio de las mediciones de los mismos cultivos con el objetivo de registrar el

crecimiento en el tiempo.

2.2.2.11 Analisis de la expresion de proteinas fusionadas a EGFP

Para determinar la expresion de proteinas fusionadas a EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) en las levaduras transformantes, se utilizd un microscopio
confocal Zeiss LSM 510, excitando con un laser de 488 nm y capturando la
fluorescencia emitida con a longitudes de onda entre 505 y 530 nm.

Para lograr una buena visualizacién de la fluorescenicia fue necesario adherir las
levaduras a los cubreobjetos, agregando a cada cubre objeto 5uL de Concanavalina
A (Sigma) preparada a 1mg/mL y luego agregando 5 pL de cultivo en fase
exponencial. La Concanavalina A es una lectina que une las manosas de la pared

de las levaduras.
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2.2.2.12 Expresion de proteinas mediante Western blot

2.2.2.12.1 Extraccion de proteinas.

Un cultivo de células en fase exponencial (DO,s00=3) se sedimenté a 3.000 xg por
10 min (4°C) y se lavo con una solucion de azida de sodio (NaN;) 10 mM. Luego se
trataron las células con una solucién de lisis en razén de 200mg de células
sedimentadas por un mL de solucién de lisis, compuesta de: solucién de Lisis
CelLytic Y (Yeast Cell Lisis/Extraction reagent, Sigma), bolitas de vidrio de 425-600
um (Sigma), DTT 7 mM final e inhibidores de proteasas 1X final (Complete
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche). Las levaduras incubadas en esta
solucién se mantienen en hielo hasta ser sometidas al agitador de alta velocidad
con el equipo Mini-Beadbeater-16 (Bio Spec Products Inc.) por 30 segundos y
después se dejan 30 segundos en hielo. Este ciclo se repite 7 veces. Posterior a
esto, los tubos se sedimentan a 20.000 xg por 10 min (4°C) y se recolecta el

sobrenadante donde se encuentran las proteinas.

2.2.2.12.2 Precipitacion de proteinas

Para concentrar las proteinas y eliminar los constituyentes del medio que
eventualmente interfieren con el ensayo de cuantificaciéon de proteinas se
precipitan, para de esta forma, tenerlas libres de interferentes. Para esto se
precipitaron las proteinas adicionando dos volimenes de acetona fria. Se

homogenizé la soluciéon y se incubd por 1 h a -202C, luego se sedimentaron las
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proteinas a 20.000 xg por 15 min a 4°C. Finalmente el sedimento se resuspendid

con una solucién de Tris 125 mM, pH 6.8 y SDS 5%.

2.2.2.12.3 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron utilizando el método de Lowry modificado con el uso
de BCA (Mallia et al., 1985), empleando el reactivo BCA (BCA Protein Assay
Reagent -bicinchoninic acid-, Pierce) y CuSO4 4%. Se mezclaron el reactivo de
BCA con el CuSO4 en una razén de 50:1. Este ensayo se realizé en una placa de
96 pocillos, donde se agreg6 la muestra proteica y la solucién de BCA mas CuSO,
en razén de 1:8. Ademas, en la misma placa, se realizd una curva de calibracion
empleando la proteina BSA (Bovine serum albumin o proteina de suero bobino) en
concentraciones conocidas como patrén. La placa se incub6 durante 30 min a 37°C
para el desarrollo de color propio de la reacciéon colorimétrica. Posteriormente se

cuantificd la OD (570nm) en el lector de placas TECAN infinite F50.

2.2.2.12.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS- PAGE)

Se realizaron geles de poliacrilamida al 16% mediante la utilizacién de dos fases: la
fase concentradora y la fase separadora. La fase concentradora se preparé con
Tris126mM, SDS 0.1%p/v, 15% poliacrilamida (30%p/v Acrilamida/0,8%p/v
Bisacrilamida), 4uL. de TEMED, 0,0375%p/v de persulfato de amonio, pH 6.8. En
tanto que la fase separadora se preparé con Tris375mM, SDS 0.1%p/v, 25%
poliacrilamida -30%p/v Acrilamida/0,8%p/v Bisacrilamida-, 10uL de TEMED,

0,075%p/v de persulfato de amonio, pH 8.8). En los geles se cargaron 40ug de
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extracto protéico. Los volumenes de carga se prepararon mezclando los extractos
protéicos con solucion de carga 5X (Tris-HCI pH 8 60mM, glicerol 25%, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 28,8mM, azul de bromofenol 0,1%). Posteriormente esta mezcla se
incubé a 95°C por 10 min, con el objetivo de denaturar las proteinas
completamente. Se utilizaron los estandares de proteinas pre-tefidos (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Fermentas) y regular (PageRuler Unstained Protein
Ladder, Fermentas). La electroforesis se llevé a cabo empleando tampén de corrida
(Tris 25mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%p/v) en el equipo Mini-PROTEAN (BIO
RAD) con una diferencia de potencial de 70V por 30 min y luego 100V por 150min.
Posteriormente se retiraron los geles de los respectivos vidrios y se utilizaron para

ser tefidos con azul de coomasie o para realizar western blot.

2.2.2.12.5 Tincion de geles de poliacrilamida con Azul de coomassie

Para verificar la integridad de las muestreas de proteinas los geles se tifieron con
una soluciéon de azul de coomassie (Azul de coomassie 0,2%p/v G250, metanol
20%, é&cido acético glacial 0,5%) durante 2h y posteriormente se destifieron con

tampén de desteriido (Metanol 5% v/v, acido acético glacial 7,5% v/v) durante 24h.

2.2.2.12.6 Western blot

Una vez realizada la electroforesis y por ende la separacién de proteinas en el gel
de poliacrilamida, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Para esto se utiliz6 el equipo de transferencia semi-seca Trans-Blot® SDSemi-Dry

Electrophoretic Transfer Cell (BIO RAD). Se dispuso en el equipo de 3 laminas de
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papel filtro consecutivas y luego una de membrana de nitrocelulosa pre-
humedecidos con amortiguador de corrida (Tris 25mM, glicina 200 mM, metanol
20%v/v) previniendo la formacién de burbujas entre las distintas capas.
Posteriormente se acomod6 cuidadosamente el gel pre-incubado en amortiguador
de corrida por § min, de manera de no manchar la membrana. Luego se cubrié el
gel con 3 laminas de papel filtro pre-humedecido, eliminando el exceso de

amortiguador. Finalmente, se realiz6 la transferencia por 15min a 15V.

Para determinar la correcta transferencia se realiz6 una tincién temporal de las
proteinas en la membrana, incubandose por 15 min en agitacién constante con una
solucion de rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0,2% p/v, acido acético glacial
5%uv/v). Posteriormente se lava suavemente la membrana con agua desionizada,
removiendo el exceso de tincion. Luego se lava la membrana con TBS-T (Tris

10mM, NaCl 150mM, Tween20 0,0005%v/v) hasta que desaparezca la tincion.

Para bloquear la membrana, esta se incub6 con una solucién de leche 5%p/v en
TBS-T en constante agitacion durante 2 h a temperatura ambiente o durante toda la
noche a 4°C. Posteriormente se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada
vez con enérgica agitacion. Luego se realizo la incubacién con anticuerpo primario.
Se emplearon dos protocolos distintos. Para el anticuerpo primario anti V5 (aV5,
realizado en raton, Invitrogen) se utilizé una dilucién de 1:5000 en una solucién de
leche al 5%p/v en TBS-T. Mientras que para los anticuerpos primarios anti HA
(aHA, realizados en ratén, Invitrogen) y primario anti EGFP (aEGFP, realizados en
raton, Invitrogen) se utilizé una dilucién de 1:5000 en una solucién de leche al
1%p/v en TBS-T. Las membranas se incubaron con las soluciones que contenian
los anticuerpos primarios en agitacion moderada durante 2h a temperatura

ambiente o por toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron las membranas con
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enérgica agitacién 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada vez. A continuacion
se realizo la incubacion con anticuerpos secundarios. Se emplearon anticuerpos de
dos tipos, para revelar los western blot realizados con proteinas de fusion con el
epitope HA y EGFP se usaron anticuerpos etiquetados con fosfatasa alcalina,
mientras que para los western blot realizados con proteinas de fusion con el epitope
V5 se emplearon anticuerpos etiquetados con peroxidasa. Ambos anticuerpos
secundarios, producidos en cabra, con la capacidad de reconocer a las I1Gg de
raton —aMouse-(KPL). La incubacién con los anticuerpos secundarios unidos a
fosfatasa alcalina se realizé a temperatura ambiente por 2 h o por toda la noche a
4°C con agitacién constante. Para los anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa,
se empled un protocolo similar. Finalmente, después del tiempo de incubacion, en
ambos casos, se lavd 3 veces con enérgica agitacion con TBS-T durante 10

minutos cada vez.

Para el revelado de los western blot realizados con anticuerpos secundarios unidos
a fosfatasa alcalina, la membrana se incub6 2 veces por 5 minutos con tampdn
alcalino (Tris-HCI100mM, NaCl100mM, MgCl.5mM, Tween 20 0.05%, pH 9.5).
Luego se incubd por hasta 30 min con NBT (nitroblue tetrazolium) 0,022% p/v y
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) 0,01%p/v solubilizados en tampén

alcalino. La reaccion se detiene con EDTA 20mM, pH8.

En tanto, el revelado con los anticuerpos unidos a peroxidasa se realizé utilizando
el kit de revelado quimiluminiscente SuperSignal West Pico Chemiluminescent
substrate (Thermo scientific). En oscuridad se realizé la mezcla en partes iguales de
ambos reactivos proporcionados por el kit de revelado y se dispuso en toda la
membrana, incubdndose por 2 minutos. Posteriormente se retir6 el exceso y se

cubrio con una placa plastica translucida. Sobre esta se situd la placa radiografica y
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se cubrid utilizando el cassette de autoradiografia, realizando exposiciones a
distintos tiempos. Finalmente se incubd la placa radiografica en la solucion de
revelado D-76 (Jamarca), luego se lavo con agua y posteriormente se incubé con la

solucién fijadora U-3(Jamarca), lavandose con agua otra vez.

2.3 Tratamientos estadisticos de los datos.

Todos los graficos mostrados, relacionados con el crecimiento relativos al tiempo
inicial de los cultivos de levaduras transformados con los ITRG, con respecto a los
cultivos de levadura transformados con vector sin inserto fueron realizados
utilizando el promedio de tres réplicas experimentales técnicas, calculandose el
error estandar. Para analizar posibles diferencias estadisticamente significativas se
utilizé un test de t, con la modificacion de Welch, empleando un nivel de

significancia (P) de 0,05.
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RESULTADOS

3.1 Seleccion y caracterizacion de genes de A.thaliana relacionados a
transporte iénico

3.1.1 Obtencidn de los genes con mayor probabilidad para estar involucrados
en el metabolismo idnico.

El andlisis de la red de co-expresion, construida por el Dr. Alexander Vergara en
nuestro laboratorio, entregé un listado de 55 nuevos genes de Arabidopsis con alta
probabilidad de estar involucrados en el trasporte iénico (nivel de coeficiente de
correlacion de 0.6 o superior). Ademas de un porcentaje de RECALL (%RECALL)
adecuado, el cual hace referencia de la reproducibilidad que posee la red disefada.
Entre estos genes, algunos no tienen anotacién previa y otros tienen anotaciones
para otras categorias de GO. Los 12 genes una correlacién de 0,8, indica una alta
correlacion considerando que el valor 1 corresponde a un 100% de correlacion..
Ademas de poseer un %RECALL aceptable para ser considerado como involucrado

en el proceso de transporte iénico, en cada tramo como se indica en la tabla 7.

Tabla 7: Genes identificados en la red de co-expresion génica como nuevos genes
involucrados en transporte idnico (lon Transport GO term:0006811). % RECALL es un
indicador de la reproducibilidad de los resultados entregados por la red, alcanzando casi el
50% en los genes con mayor indice de correlacion. Se emplearon los indices de correlacién
mayores gue cero, por lo tanto, se evaluaron correlaciones en el mismo sentido, ambas
expresiones aumentaban o ambas disminuian.

N° de genes % RECALL CUT-OFF
32 33,72 0,6
11 38,66 0,7

12 48,92 0.8
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Con los resultados del andlisis de vecindario génico utilizando el GO term: 0006811,
que corresponde a transporte i6nico (fon Transport, (Gene and Consortium, 2000))
la red entrega 12 genes con las méas altas probabilidades de estar involucrado en
transporte iénico en Arabidopsis. A estos 12 genes se les denomind lon Transport
Related Genes (ITRG). Con el objetivo de determinar la informacién disponible de
los ITRG hasta el momento del disefio de la red se caracterizaron segun la
informacién disponible actualmente en las bases de datos publicas como se detalla

en la tabla 8.
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Tabla 8: Informacién disponible de los ITRG seglin TAIR. Los ITRG son los genes que
poseen mayor probabilidad de estar involucrados en el transporte idnico segun la red y el
analisis de vecindarios realizados.

ITRG

Descripcion disponible

Codifica la subunidad Fad de la ATP sintasa F:F, mitocondrial. Su producto proteico es esencial
para la formacién del polen. La proteina presenta unién a iones Co, Cu, Zn. Se ha encontrado que
esta presente en fracciones de mitocondrias, cloroplastos, membrana celular y nuciéolo.

Codifica para la subunidad y- de la enzima anhidrasa carbdnica. Esta proteina también es parte del
complejo NADH deshidrogenasa y esta implicada en la fotorrespiracion. La proteina se ha
encontrado en fracciones de mitocondrias.

Codifica para una proteina relacionada a una NADH-ubiquinona oxidoreductasa. Esta proteina se
ha implicado en la fotorrespiracion. Su producto proteicc estd presente en fracciones
mitocondriales, membranas mitocondriales, cloroplastos, complejo | de la cadena respiratoria y
membrana celular.

Codifica para una proteina, de la cual se desconocen la funcién molecular, proceso bioldgico y
ubicacion celular.

Codifica para una proteina de la familia de proteinas ricas en prolina.

Codifica para una proteina con dominio de citocromo P450. Estas proteinas poseen un grupo HEM

Codifica para una proteina nodulina del tipo de la familia transportadora (Mi@ YEamA. Su producto
proteico esta presente en fracciones de sistema endomembrana y en membrana celular.

Codifica para una proteina relacionada a proteinas inducidas por respuesta a lesiones. Su producto
proteico esta presente en fracciones de reticulo endoplasmaético.

Codifica para una proteina de la familia de proteinas con dedos de zinc (dominio tipo C3HC4RING-
Really interesting New Gene-finger)/ proteina de la familia can repeticiones de motivos ankyrin.

10

Codifica para una proteina intrinseca de tonoplasto (At?!P?;G)). Esta proteina transporta amonio
(NHgz)y metilamonio a través de la membrana del tonoplasto Este gen presenta una regulacién de su
expresion durante el dia y aumenta su expresion en presencia de NH;.

1h

Codifica para una proteina sin funcion molecular, proceso biolégico y ubicacion celular
conocida.(Unknown protein).

12

Codifica para una proteina relacionada a proteinas quinasas.Su producto proteico esta presente en
fracciones del sistema endomembrana.

Considerando las caracteristicas expuestas en la tabla 8, los genes se agruparon

en 4 categorias: genes que participan en el metabolismo energético (ITRG1, 2 y 3),
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genes que codifican proteinas con dominios de interaccién con DNA (ITRG 5, 9, 7 y
12), genes cuyo producto génico carece de funcion conocida (ITRG 4 y 11) y los
otros genes (ITRG 6,8 y 10), que carecen de un criterio en comdn con el resto de

los grupos.

3.1.2 Andlisis de topologia de la red de co-expresion génica de Arabidopsis
thaliana

Con el objetivo de estudiar el entorno topolégico de cada ITRG en la red co-
expresion génica, donde se realizé el analisis de vecindario, se cuantificaron y
graficaron las etiquetas moleculares relacionadas con el transporte i6nico de los
vecinos de cada gen. Se evaludé la presencia de las siguientes etiquetas
moleculares: transporte iénico (ion transport, GO:0006811), transporte de cationes
(cation transport, GO:0006812), transporte de aniones (anion transport,
GO:0006820), transporte de hidrégeno (hidrogen transport, GO:0006818), procesos
metabdlicos del fosfato (phosphate metabolic process, GO:0006796), transporte de
protones (proton transport, GO:0015992) y fosforilacion oxidativa (oxidative
phosphorylation, GO:0006119). La descripcion de cada etiqueta molecular se
muestra en la tabla 9, donde se denota la relaciéon con el objetivo principal de esta
investigacion, es decir, encontrar genes que puedan inducir tolerancia contra el

estrés producido por diversos metales.
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Tabla 9: Descripcién de las categorias de Gene Onthology"’ empleadas para realizar el
histograma que indica muestra la representacién de estas etiquetas moleculares en los
vecinos directos a los ITRG.

Categorias GO Descripcion de cada categoria

El movimiento dirigido de atomos cargados o pequefas moléculas cargadas
hacia dentro, hacia fuera, en la misma céiula o entre células, por medio de un
Transporte de iones agente como un transportador o un poro.

El movimiento dirigido de los cationes, &tomos o moléculas pequefias con una
carga neta positiva, cargadas hacia dentro, hacia fuera, en la misma célula o
Transporte de cationes entre células, por medio de algin agente, tal como un transportador o un poro.

El movimiento dirigido de los cationes, atomos o moléculas pequefias con una
Transporte de aniones carga neta negativa, cargadas hacia dentro, hacia fuera, en la misma célula o
entre células, por medio de algun agente, tal como un transportador o un poro

El movimiento dirigido de hidrégeno (H. o H®), hacia dentro, hacia fuera, en la
misma célula o entre células, por medio de algin agente, tal comoun
Transporte de hidrégeno transportador o poro.

Las reacciones quimicas y vias de participacion del grupo fosfato, el anién o

Procesos metabdlicos de fosfato uirie el e Ao fosfiroo.

El movimiento dirigido de protones (iones hidrégeno) hacia dentro, hacia fuera,
en la misma célula o entre células, por medio de alguin agente, tal como un
Transporte de protones transportador o poro.

La fosforilacion del ADPaATP que acompafa ala oxidacion de
un metabolito a través del funcionamiento de la cadena respiratoria. La
oxidacion de los compuestos establece un gradiente de protones a través de
la membrana, proporcionando la energia para la sintesis de ATP.

Fosforilacién oxidativa

(*): (Gene and Consortium, 2000).

La Figura 7 muestra el histograma construido con las etiquetas moleculares de los
vecinos de los ITRG. En ella se observa que los vecinos de los genes 1, 2, 3y 11
presentan altamente representadas las etiquetas relacionadas con el metabolismo
ionico, por lo tanto, segun este criterio serian los genes con mejores posibilidades
de éxito para el resto de la investigacion. Sin embargo soélo se estudiaron los tres
primeros genes debido a que poseen un factor comin que es el metabolismo
energético que puede estar fuertemente ligado con la tolerancia a metales, debido a
la produccion de ATP, en cambio del ITRG 11, no poseemos mayor informacion
accesoria a la red de co-expresion que nos permitiera contemplarlo como gen

prioritario de estudio. Se conoce que la producciéon de ATP a través de la cadena
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transportadora de electrones puede estar ligada con la homeostasis de cationes
metdlicos (Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Belyaeva, 2010; Colmer y
Greenway, 2011; Mena y col., 2011), por esto decidimos seguir solo con los 3

genes ligados a la produccion de ATP.
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Figura 7: Histograma que muestra la representacion de etiquetas moleculares, ligadas
al metabolismo iénico en los vecinos génicos directos a los ITRG, en la red de co-
expresion utilizada para todos los genes de Arabidopsis thaliana. En la figura se
observa que la mayor agrupacion de etiquetas moleculares de interés, se encuentra en los
genes 1, 2, 3 y 11. Siendo los vecinos del ITRG 2, aquellos con mayor abundancia en estas
etiquetas, registrando 4 incidencias para tres (transporte de iones, transporte de cationes y
transporte de hidrégenos) de las 7 etiquetas evaluadas. Por lo tanto, estos genes (ITRG 1,
2, 3 y 11) son excelentes candidatos para estudiar el posible efecto, que cause la proteina
codificada por ellos.

ITRG

3.1.3 Caracteristicas de ITRG1, ITRG2 y ITRG3
Con el objetivo de concentrar la mayor cantidad de informacion disponible en las
bases de datos sobre los ITRG 1, 2, 3, de acuerdo a lo informado en la base de

datos de Arabidopsis thaliana, TAIR (www.arabidopsis.org) se encontré que las
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regiones codificantes de los genes poseen un tamafno de 723nt (240aa) para el
ITRG1, 777nt (258aa) para el ITRG 2, y 510nt (169aa) para el ITRGS.

Con el objetivo de determinar la probable localizacion subcelular de los productos
proteicos de los 3 genes, se realizd una prediccion bioinformatica de su ubicacion
con varias herramientas disponibles en linea de libre acceso. Ademas, se evalud la
posibilidad de encontrar dominios transmembrana evaluando la secuencia proteica
de cada uno de los genes. Esos datos entregan argumentos para fortalecer el
conocimiento de los genes escogidos, para luego hacer un andlisis lo mas completo
posible. Para ITRG1, en 6 de los 7 programas utilizados se predijo, una ubicacion
mitocondrial en las células de plantas, ademas, con las herramientas utilizadas
(SVMtm y TMHMM), se descartaria la posibilidad de que la proteina codificada por
este gen presente dominios transmembrana (Tabla 10). Para ITRGZ2, se predice en
su mayoria (5 de 7 programas) una localizacidon mitocondrial y 3 programas
predijeron que se ubicaria en el citoplasma. Para este gen tampoco se predicen
dominios transmembrana (Tabla 11) en el producto proteico. Para el ITRGS, 5 de 7
programas predicen que la ubicacion subcelular seria la mitocondria, no

encontrandose dominios transmembrana en su secuencia (Tabla 12).



Tabla 10: Predicciones bioinformaticas
dominios transmembrana de ITRG1.
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de la localizacion subcelular y posibles

Herramienta en Descripcién del método Resultado Detalles
linea
WoLF-PSORT  Localizacion  subcelular Mitocondrias M: 6.0, CP:5.0,CM: 2.0
en eucariontes Cloroplasto, y
Citoplasma
SVMtm Prediccibn de dominios Sin DTM -
transmembrana
ESLpred Prediccién mediante Nuclear 53% de precisién esperada
alineamientos y
propiedades
fisicoquimicas
TMHMM Prediccion de dominios Sin DTM -
transmembrana
Plant-mPloc Localizacién  subcelular Mitocondria =
en plantas
Y-loc Localizacion  subcelular Mitocondria 94.29% de precision
en plantas esperada
SubcellProt Localizacién  subcelular Mitocondria 85% de precision esperada
en plantas
EpiLoc Localizacidon  subcelular Mitocondria M:0.9
en plantas
SherlLoc2 Localizacién  subcelular Mitocondria M: 1; CP: 0; M: 0;
en eucariontes VC: 0

CP: cloroplasto; CM: citoplasma; VC: vacuola; M: mitocondria. Los datos que entrega el programa WolLF-PSORT
provienen del nimero de secuencias en la base de datos que se asemejan a la secuencia objetivo y que se ubican
en el compartimento sub-celular mencionado, los valores de Y-loc se refieren a la probabilidad de encontrar esa
proteina en el compartimento sub-celular indicado, los valores de Epil.oc y SherLoc2 hacen referencia a un puntaje
arbitrario que entrega el método con una valor maximo de 1 y minimo de 0. TMHMM y SVMtm predicen si es una

proteina intrinseca de membrana y cuantos dominios transmembrana posee.
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Tabla 11: Predicciones bioinforméaticas de la localizacion subcelular y posibles
dominios transmembrana de ITRG2.

Herramienta en Descripcion del método Resultado Detalles
linea
WoLF-PSORT Localizacién subcelular en  Cloroplasto, CP:9.0,CM: 3, M: 1.0
eucariontes citoplasma vy
mitocondrias
SVMtm Prediccion de dominios Sin DTM -
transmembrana
ESLpred Prediccién mediante Nuclear 53% de precisién esperada
alineamientos y
propiedades
fisicoquimicas
TMHMM Prediccion de dominios Sin DTM -
transmembrana
Plant-mPloc Localizacion subcelular en  Citoplasma, -
plantas mitocondria
Y-loc Localizacion subcelular en  Mitocondria 91.79% de precision
plantas esperada
SubcellProt Localizacidon subcelular en  Citoplasma 25% de precisién esperada
plantas
EpiLoc Localizacidn subcelular en  Mitocondria M: 0.9
plantas
SherlLoc2 Localizacion subcelular en  Mitocondria M: 0.99; CP: 0.01

eucariontes

CP: cloroplasto; CM: citoplasma; M: mitocondria. Los datos que entrega el programa WolLF-PSORT provienen del
nimero de secuencias en la base de datos que se asemejan a la secuencia objetivo y que se ubican en el
compartimento sub-celular mencionado, los valores de Y-loc se refieren a la probabilidad de encontrar esa proteina
en el compartimento sub-celular indicado, los valores de EpiLoc y SherLoc2 hacen referencia a un puntaje arbitrario
que entrega el método con una valor maximo de 1 y minimo de 0. TMHMM y SVMtm predicen si es una proteina
intrinseca de membrana y cuantos dominios transmembrana posee.



Tabla 12: Predicciones bioinformaticas
dominios transmembrana de ITRG3.
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de la localizacion subcelular y posibles

Herramienta en Descripcion del método Resultado Detalles
linea
WoLF-PSORT  Localizacion  subcelular Mitocondrias M: 5.5, CP:5.0, CP: 3.5,
en eucariontes Cloroplasto, CM: 2.0, N:2.0
Citoplasma y
Nucleo.
SVMtm Predicciébn de dominios Sin DTM -
transmembrana
ESLpred Prediccidn mediante Nuclear 53% de precision esperada
alineamientos y
propiedades
fisicoquimicas
TMHMM Prediccion de dominios Sin DTM -
transmembrana
Plant-mPloc Localizacion  subcelular Mitocondria -
en plantas
Y-loc Localizacion  subcelular Mitocondria 97.34% de precisién
en plantas esperada
SubcellProt Localizacion  subcelular Citoplasma 25% de precision esperada
en plantas
EpiLoc Localizacion  subcelular Mitocondria M: 0.9
en plantas
SherLoc2 Localizacion  subcelular Mitocondria M: 1; CP: 0; CM: 0;

en eucariontes

CP: cloroplasto; CM: citoplasma; VC: vacuola; M: mitocondria; N: nlcleo. Los datos que entrega el programa
WoLF-PSORT provienen del nimero de secuencias en la base de datos que se asemejan a la secuencia objetivo y
que se ubican en el compartimento sub-celular mencionado, los valores de Y-loc se refieren a la praobabilidad de
encontrar esa proteina en el compartimento sub-celular indicado, los valores de EpiLoc y SherLoc2 hacen
referencia a un puntaje arbitrario que entrega el método con una valor maximo de 1 y minimo de 0. TMHMM y
SVMtm predicen si es una proteina intrinseca de membrana y cuantos dominios transmembrana posee.
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3.1.4 Andlisis de los perfiles de expresiéon de plantas sometidas a estrés
salino y estrés osmotico.

Para determinar el perfil de expresién de los ITRG y en especial de los tresgenes
seleccionados con mayor probabilidad de estar involucrados en el transporte idnico,
se analizaron los datos de microarreglos disponibles en la base de datos NASC
(Craigon y cols., 2004), correspondientes a experimentos de plantas sometidas a
estrés salino con NaCl 150mM y estrés osmético utilizando Manitol 300mM. No
existen datos de microarreglos donde se hayan hecho tratamientos con otros iones
que nos pudieran entregar mayores datos relacionados con el transporte idnico,
estos son los datos con mayor relacion disponibles. Lo ideal habria sido analizar la
acumulacion de mRNA en microarreglos de plantas sometidas a estrés por una
mayor diversidad de metales, ademas del sodio, sin embargo no existen estudios
de este tipo utilizables de manera libre para la comunidad cientifica. Los datos
empleados corresponden a los experimentos publicados como AtGenExpress
Stress Treatments (Control plants), AtGenExpress Stress Treatments (Salt stress),
AtGenExpress Stress Treatments (Osmotic stress). Estos experimentos son parte
del proyecto multinacional liderado por la German Arabidopsis Functional Genomics
Network (AFGN) (Kilian et al., 2007).Los tres grupos de experimentos corresponden
a 84 chips ATH1 Affymetrix™ donde se incluyen distintos tiempos de exposicion a
los distintos tratamientos (control, estrés osmético y estrés salino), dos tipos de
tejido (parte aérea y raiz) y una réplica técnica en cada caso. Para poder realizar el
analisis de los datos, lo primero que se verifico fue la calidad de los microarreglos
para que fueran comparables entre si. Los resultados de la normalizacién realizada

por RMA (lrizarry, 2003), se muestran en la Figura 8.
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Flgura 8: Normalizacion de los datos de microarreglos realizados a plantas de
Arabidopsis thaliana en situacion control, estrés osmético y estrés salino. Los graficos
de cajas representan la diferencia de intensidad de los datos de los 84 microarreglos ATH1
Affymetrix, correspondientes a los datos crudos de las distintas condiciones experimentales
analizadas: controles, estrés osmotico y estrés salino (A) en distintos tiempos y los datos
normalizados (B) usando RMA (Irizarry, 2003). Estos son graficos de cajas, donde la linea
negra central simboliza la media geémetra de cada distribucion de datos, en azul se
muestra la distribucién del 50% de los datos y los restantes datos se grafican con las lineas
discontinuas en la parte inferior y superior de cada barra azul. Se observa una media
geométrica similar en el gréafico normalizado, a diferencia de una dispar en el no
normalizado, lo que indica gue todos los datos son comparables entre ellos luego de ser
tratados con RMA.

Una vez que los chips fueron normalizados, se compararon los datos de los
diferentes estreses con los respectivos controles. Se tiene el promedio de dos datos
por cada tiempo (réplicas técnicas), los tiempos empleados son 0; 0,5; 1; 3;6; 12 y
24 h de exposicion a la condicion correspondiente. En la figura 9 se muestran por
separado los datos correspondientes a la parte aérea y a la raiz, donde se grafican
las razones de los valores correspondientes a cada tiempo en los estreses
evaluados, versus su control. En la figura se puede observar que ninguno de los
ITRG alcanza a cambiar su expresién dos veces con respecto al control (valor 2), lo
que sugiere que estos genes frente a las condiciones evaluadas puntualmente, no
muestran una expresion o represion. Esto debido a que, en general se acepta una

variacion efectiva en la expresién, cuando al menos se dobla el valor control. Se



ven pocos cambios en la expresion general de los ITRG, sin embargo, estos
cambios no son los esperados, por ejemplo el ITRG 9 aumenta su expresion en
esirés salino y estrés osmético al mismo tiempo en las muestras de parte aérea
(figura 3 A y B). Los genes de interés son aquellos que aumentan su expresion
frente a un estrés y disminuyen frente a otro 0 se mantienen sin cambio frente a un

estrés y reaccionan frente a otro.
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Figura 9: Perfiles de expresion de los ITRG correspondientes a datos de microarreglos
de estrés salino y osmotico. Se muestra la expresion relativa de los 12 genes
correspondientes a plantas Arabidopsis thaliana silvestres tratadas con estrés salino y
osmotico. En A y B se muestran los perfiles de expresién obtenidos desde muestras de la
parte aérea, A corresponde a estrés salino (NaCl 150 mM)y B a estrés osmético (Manitol
300 mM). C y D corresponden a los datos de la raiz, C muestra estrés salino y D estrés
osmotico. Los valores indicados se obtuvieron haciendo la razon entre la expresion
registrada en cada estrés dividida por el valor presentado en los tratamientos controles. La
linea roja presente en cada grafico hace notar el valor de 1, el cual corresponde auna
expresion similar en los tratamientos y los controles. Estos datos provienen de promedios de
dos réplicas experimentales. Todos los datos fueron obtenidos desde la Base de datos
NASC (Craigon y cals., 2004).
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En la Figura 10se muestran los patrones de expresion de los tres ITRG estudiados
en esta investigacion. Se puede ver que los genes siguen un mismo patron de
expresion en las dos condiciones de estrés analizadas, tanto en la raiz como en la
parte aérea. Aun asi, el patron de cambio en el tiempo presenta valores bajos para
ser consideradas como variaciones significativas y obtener conclusiones al respecto
del comportamiento del gen, por lo tanto en términos generales, se consideré que
no hubo un cambio de expresion en el tiempo, en las condiciones experimentales

utilizadas en los experimentos publicos.
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Figura 10: Perfiles de expresion de los ITRG seleccionados en este estudio. Se muestra
la expresion relativa de los tres genes correspondientes en tratamientos de estrés salino
(NaCl 150 mM) y osmotico (Manitol 300 mM) realizados a plantas de Arabidopsis thaliana
silvestres. A la izquierda (A) se muestran los perfiles de expresion obtenidos desde
muestras de la parte aérea correspondientes a estrés salino y estrés osmético. En la
derecha (B) se muestran los datos de estrés salino y estrés osmotico de la raiz. Los valores
indicados corresponden a la razén entre los niveles de transcrito en el tratamiento analizado
y la condicion control. La linea roja presente en cada grafico indica el valor de 1, en que no
hay cambios en los niveles de transcrito en ambas condiciones. Los datos utilizados
corresponden al promedio de dos réplicas experimentales. Todos los datos fueron obtenidos
desde la Base de datos NASC(Craigon et al., 2004).
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De acuerdo a los resultados obtenidos, por el andlisis de los perfiles de expresién
de los ITRG y en particular de los 3 genes seleccionados, se encontrd que no
varian su expresion de manera sustancial. De esta forma, estos datos de
microarreglos no entregan una informacién interesante para ser utilizada como
método de valoracién entre los distintos ITRG, sin embargo son interesantes desde

el punto de vista de la caracterizacion y descripcion de los genes investigados.

3.2 Generacion de S. cerevisiae transformadas con los genes de A.
thalianacon alta probabilidad de estar implicados en el transporte i6nico
(ITRG).

Una vez que se seleccionaron los genes que poseen una alta probabilidad de estar
implicados en el transporte ionico (ITRG), se empleé como estrategia para
determinar su posible potencial en la modificacién de la tolerancia al estrés salino,
el uso de un modelo heterdlogo a las plantas, como lo son las levaduras.
Especificamente las levaduras Saccharomyces cerevisiae. Esta es una estrategia

contundente para analizar el fenotipo que puede inducir una transformacién génica.

Para obtener levaduras que expresen los genes seleccionados, se debe realizar las
construcciones moleculares adecuadas. Es decir, aislar las secuencias que
codifiquen para los genes de interés, luego clonar estas secuencias y determinar si
se encuentran integras en el clon. Se deben efectuar las debidas las verificaciones
moleculares, para estar seguros de los fragmentos clonados y de la futura correcta
expresion del producto génico. Posterior a clonar los marcos de lectura abierto en
vectores de clonamiento, mediante recombinacién, se realiza el subclonamiento en

los vectores de expresion, con los cuales se transformaron las levaduras.
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3.2.1 Obtencién de las secuencias de A. thaliana correspondientes a los ITRG

1, 2y 3 y clonamiento en vectores para posteriores analisis funcionales.

3.2.1.1 Extraccion y procesamiento de RNA de plantas silvestres de A.
thaliana

Para obtener un RNA molde desde el cual amplificar las secuencias de interés se
extrajo RNA desde plantulas silvestres de diez dias de Arabidopsis thaliana Col-0
(Figura 11). Posteriormente, se realiz6 transcripcion reversa utilizando el RNA
extraido y un oligo que permite la retro-transcripcion de todos los MmRNA
mensajeros disponibles en el extracto de RNA, el partidor, oligo AP (ver seccion
2.2.2.2 de materiales y métodos). En la Figura 11, se muestra la calidad del RNA
empleado para hacer la transcripcién reversa, mostrandose en la figura bandas
definidas, lo que garantiza la integridad del RNA extraido, validando el método de

extraccion y asegurando que se tiene un material de amplificacién inicial en 6ptimas

condiciones.
Figura 11: Electroforesis de RNA en
condiciones denaturantes. En esta imagen
muestra la integridad del RNA aislado de
plantulas se Arabidopsis (M). S: estandar de
3Kb peso molecular de RNA.
1.5Kb

3.2.1.2 Amplificacion de los ITRG de A. thaliana.

Utilizando las secuencias correspondientes de los ITRG 1, 2 y 3 disponibles en la

base de datos de Arabidopsis (www.arabidopsis.org) se disefiaron los partidores de
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manera de amplificar la secuencia de cDNA correspondiente a los ITRG (seccién
2.2.2.3 de materiales y métodos). Mediante PCR se verificé que estos partidores
amplifican una banda unica del tamafio esperado para cada uno de los 3 genes de

interés, a partir del cDNA de plantulas de Arabidopsis (Figura 12).

S ITRG1 S ITRG3

1Kb 1Kb

0.5Kb

Figura 12: Electroforesis de los fragmentos amplificados, correspondientes a los
marco de lectura abierto de ITRG 1, 2 y 3. En la figura se muestran los productos de
amlificacion de PCR empleando los pares de partidores disenados para cada gen. Se
obtuvieron bandas del tamafo esperado para los tres ITRG. Se muestra la banda
amplificada con los partidores disefiados para el ITRG1 (A, tamafio esperado: 723 pb),
ITRG2 (B, tamano esperado: 786 pb), ITRG3 (C, tamafno esperado: 510 pb). S: estandar de
peso molecular.

3.2.2 Clonacion de los marcos de lectura abierto de ITRG 1, 2 y 3 en el vector
pCRS.

Para realizar este proceso se utilizé la tecnologia GATEWAY de INVITROGEN, la
que se basa en clonar los fragmentos de interés en un vector de entrada genérico
para posteriormente subclonar este fragmento en vectores de expresion
correspondientes al modelo biolégico de interés. En esta investigacion se utilizo el
kit pCR8/GW/TOPO TA cloning, cuyo vector se emplea en adelante como

pCR8.Este vector es entregado por el proveedor de forma lineal, posee adheridas a
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las secuencias de sus extremos (attR1 y attR2, claves para la recombinacion
futura), enzimas topoisomerasa, las cuales realizan la reaccion de ligacion de los
fragmentos. Una vez clonados los ITRG en el vector, se secuencian los insertos y
se verifica la correcta formulacion de las construcciones de interés, es decir su
posicién con respecto al promotor, verificacion de posibles mutaciones y presencia
0 ausencia del coddn de término segun sea el objetivo. Posteriormente esta
construccién se utiliza para realizar la recombinacién homologa en sentido con
algan vector de destinacion de interés. Lo cual permite gran plasticidad para utilizar
distintos vectores, con diferentes tipos de promotores (inducibles o constitutivos),
diferentes etiquetas para marcar las proteinas codificadas por los genes clonados,

en el extremo amino o carboxilo terminal de las mismas, etc.

3.2.2.1 Ligacién y clonacién de los ITRG en el vector pCRS.

Utilizando la tecnologia GATEWAY, las secuencias correspondientes a los marcos
de lectura abiertos de los ITRG se ligaron en el vector de entrada pCR8. De esta
manera se obtienen las construcciones pCR8-ITRG1, pCR8-ITRG2 y pCR8-ITRGS.
Para comprobar que se ligaron correctamente los genes ITRG en el vector de
entrada, es decir que se encuentren en sentido con respecto al promotor, se realiza
una digestion con endonucleasas y se compara el patrén esperado en base a las
secuencias disponibles en las base de datos (www.arabidopsis.com). En la Figura
13 se muestran las imagenes de las electroforesis, donde se separaron los
fragmentos producidos al realizar las digestiones, empleando diferentes

endonucleasas para cada una de las construcciones realizadas con los ITRG 1, 2y

3 en pCR8.
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3Kb

L

Figura 13: Electroforesis de los fragmentos de DNA productos de las digestiones
enzimaticas realizadas a las construcciones efectuadas con pCR8 y los ITRG 1, 2 y
3.Comprobacién de construcciones de entrada. Se muestran las electroforesis donde se
evaluaron las digestiones enzimaticas efectuadas a las construcciones realizadas con pCR8
y los ITRG 1, 2 y 3 con el fin de determinar el correcto sentido de los genes clonados.
(A)Digestion realizada con la enzima EcoRV de la construccién pCR8-ITRG1 (3574 pb),
observandose bandas de menos de 3000 y casi de 700 pb (bandas esperadas: 2851 y 690
pb). (B)Digestién efectuada con la enzima BamH1 y EcoRV de la construccién pCR8-ITRG2
(3602 pb), donde se observan bandas aproximadamente menores de 1000 y 3000 pb en la
columna C3, C1 y C2 corresponden a clones en sentido contrario al clon C3 (se esperaban
bandas de 2739 y 863 pb, por lo tanto el fragmento en C3 se encontraria en sentido
respecto a los sitios attR1 y attR2, trabajando con este clon en los experimentos posteriores
(C)Digestidn realizada con la enzima EcoRV de la construccion pCR8-ITRG3 (3329 pb)
donde se perciben bandas de préximas a 3000 y 300 pb (bandas esperadas: 3010 pb y 319
pb). S: Estandar de peso molecular. A1: muestra que contenia el resultado de la digestion
realizada a la construcciéon pCR8-ITRG1; C1, C2 y C3: distintas muestras que contenian el
resultado de digestiones realizadas a posibles construccién pCR8-ITRG2 (seleccionando
C3); B1: muestra que contenia el resultado de la digestion realizada a la construccion pCR8-
ITRG3.

La construccion pCR8-ITRG1 tiene un tamafio de 3574 pb, para comprobar la
orientacion de la secuencia clonada, con respecto a los sitios attR1 y attR2 del
vector pCR8, se hizo una digestion con la enzima EcoRV. Si el fragmento se
encontraba en sentido con respecto a los sitios de recombinacién, se deberian
obtener fragmentos de 2851pb y 690 pb. Mientras que si se encontraba en sentido
contrario se tendrian bandas de 3289 pb y 285 pb. Como se ve en la Figura 13A, se
obtuvo el patron de bandas que senalaba que el fragmento se encontraba en
sentido con respecto a los sitios de recombinacion (A1).

Al ligar pCR8 con el fragmento ITRG2 se obtuvo una construccién que corresponde

a un tamano de 3602 pb. Para determinar la orientacion de la secuencia ligada con
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respecto a los sitios de recombinacion del vector, se hizo una digestién con las
enzimas BamH1 y EcoRV. Si el fragmento se encontraba en sentido se deberian
obtener fragmentos de 2739 pb y 863 pb, mientras que si se encontraba en sentido
contrario se tendrian bandas de 3404 pb y 1170 pb. Se comprobd la orientacion
sentido, tal como se muestra en la Figura 13B. En esta figura se muestran 3 clones,

donde C3 es el clon que muestra estar en sentido, no asi C1 y C2.

El tamano de la construccion pCR8-ITRG3 es3574 pb. Para comprobar la
orientacion de la secuencia ligada con respecto al promotor del vector, se realizd
una digestion con las enzimas BamH1 y EcoR31(EcoRV). Si el fragmento se
encontraba en sentido se deberian obtener fragmentos de 3010 y 319 pb, mientras
que si se encontraba en sentido contrario se obtendria sélo una banda de 3329 pb.
En la Figura 13C se observa el patrén de bandas correspondiente al gen ITRG3en

sentido con respecto a los sitios attR1 y attR2 de pCR8.

3.2.2.2 Secuenciacion de las construcciones pCR8-ITRG1, pCR8-ITRG2y
pCR8-ITRG3

Para determinar si las secuencias de los ITRG clonadas en el vector pCR8, que
poseian la orientacién sentido con respecto a los sitios de recombinacién (verificado
por digestion enzimatica)se encontraban en buenas condiciones, se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen. La secuenciacion se realizo con los partidores
universales M13, cuyas secuencias forman parte del plasmidio pCR8. Por lo tanto,
permiten secuenciar integramente los fragmentos clonados. Para las 3
construcciones se obtuvieron fragmentos clonados con un 100% de identidad con

respecto a las secuencias disponibles en la base de datos www.arabidopsis.org.
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fusion con EGFP respectivamente. Con estos dos tipos de vectores, podemos
evaluar el posible efecto diferencial de un epitope pequefio (1,2 kDa) como HA,
frente a una proteina de fusién con una proteina medianamente grande, como lo es
la proteina fluorescente verde, EGFP. Las digestiones obienidas de las
construcciones obtenidas con los tres plasmidios antes mencionados se muestran
de manera resumida en la tabla 13. Con estas digestiones se comprobaron las
orientaciones de los insertos en las distintas construcciones, siguiendo adelante con
las construcciones que efectivamente presentaban una correcta orientacion
respecto a cada promotor

Tabla13: Endonucleasas utilizadas para verificar las construcciones con los vectores
de expresion en levaduras. Se informan las endonucleasas utilizadas para realizar las
digestiones enzimaticas simples o dobles, con el objetivo de verificar el correcto sentido de
los insertos en cada construccién. Ademas se indican los distintos tamafos* de fragmentos
de DNA obtenidos, al realizar las digestiones enzimaticas. S: se refiere al correcto sentido
del marco lectura del gen con respecto al promotor. AS: se refiere a que el marco de lectura
esta en sentido contrario al promotor.

T pYES-DEST52

ITRG1 ITRG2 ITRG3
Enzimas EcoRV- EcoR1 EcoR1 Kpn1-Pst1
S 2980- 2970 505-187-67 5950- 538-263 3548-2442-488
AS 3739 - 2970 6169- 582 5976 - 488
pAG426GPD-ccdB-HA
ITRG1 ITRG2 ITRG3
Enzimas Xhoi-Sact Saci1-BamH1 Xho1-Xbat
S 5886-993-783 5931-674-544+424-95-36 3854- 2694- 418- 348
AS 5886-1326-450 5931-1099-674 3854- 2694- 767
pAGA426GPD-ccdB-GFP
ITRG1 ITRG2 ITRG3
Enzimas Xbai Sac 1 Xhoi-Xbal
] 3854- 3640- 776 6951- 1195- 36 3854- 2694- 1591
AS 3854- 3530- 527- 359 8182 3854- 2694-1074-512

* Se utilizd electroforesis en geles de agarosa para determinar los tamarios de los fragmentos de cada digestidn, lo
que solo permite una aproximacion al fragmento esperado.

Ademas, para posible estudios futuros, se efectuaron recombinaciones con los
ITRG 1, 2y 3 y el vector de expresién en plantas pGWBS. Pudiéndose llevar a cabo

estudios de sobreexpresion, permitiendo el estudio en Arabidopsis u otras plantas

que sea posible transformar con el vector mencionado.
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3.2.3 Transformacion de levaduras Saccharomyces cerevisiae BY 4743 con
construcciones realizadas con las distintas transformaciones realizadas.

Para evaluar el efecto que podria causar la expresion de los genes ITRG en la
tolerancia a distintos cationes en levaduras, se transformaron levaduras
Sacharomices cerevisiae, cepaBY4743 con las diferentes construcciones realizadas

con los ITRG.

3.2.3.1 Confirmacién de las levaduras transformadas con las construcciones
realizadas con los ITRGen los vectores pYES-DEST52, pAG426GPD-ccdB-HA
y pAG426GPD-ccdB-GFP.

Para confirmar que las levaduras obtenidas de la transformacion fueran
efectivamente transformantes, en un primer paso, el que logre crecer en un
ambiente auxétrofo indica que se han transformado con el vector que le permiten a
la levadura sintetizar uracilo, luego se realizé un PCR de colonias (no mostrado).
Donde de una manera rapida se evidencia que las levaduras sean transformantes.
Se obtuvieron los transformantes de interés, entre los pCR8-ITRG y los distintos
vectores de destinacion, sin embargo, el clon de levadura transformado con

pAG426GPD-ITGR2-HA no se logrd conseguir.

3.2.3.2 Andlisis de la acumulacién de proteinas ITRG en levaduras mediante
Western blot

Una vez que se obtuvieron las levaduras transformantes, se procedi6 a estudiar su
acumulacién al realizarse una correcta expresion de los genes ITRG en las distintas
construcciones, lo que nos indicaria si la proteina se produce en las levaduras
transformadas. Lo primero que se realizé fueron experimentos de western blot, esto

ademas nos entregara informacién del tamano de las proteinas producidas en las
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transformantes. En la tabla 14 se informan los valores de las bandas esperadas
para cada proteina de fusion, tomando en cuenta que los genes clonados, ITRG1,
ITRG2 y ITRG3 codifican para proteinas de 27.5 kDa, 29kDa y 19kDa
respectivamente. Para los experimentos de expresiéon se contdé con dos controles
negativos, uno es una construccién efectuada con el ITRG3 en sentido inverso con
respecto al promotor de la construccion (ITRG3 AS). Mientras el otro control
negativo corresponde a los vectores de interés sin ningln gen inserto, a las que se
les llamo Sl .Es decir los vectores desde los que se realizaron las construcciones,
pero conservando las secuencias que normalmente se eliminan al realizarse la
recombinacién, como es la secuencia ccdb. En la Figura 14 se muestra un western
blot con proteinas extraidas de levaduras transformadas con las construcciones
realizadas con el vector pYES-DEST52. Se evidencia la presencia de proteinas
reconocidas por el anticuerpo anti-V5 para los genes ITRG2 (carril 1) e ITRG3
(carril 3). Correspondiendo aproximadamente el tamafio moleculares esperado para
la construccionpYES-ITRG2. Mientras que para la fusién realizada con el ITRG 3
seobserva una banda de mayor tamafo del esperado, de alrededor de 30kDa.
Estos resultados muestran que estas dos proteinas se estan expresando, con
mayor grado de seguridad en el primer caso, debido a que en el carril 1, se muestra
una banda que concuerda con el peso molecular calculado para la proteina
traducida a partir de la construccion pYES-ITRG2. Para pYES-ITRG1 no se observa
acumulacion de proteinas por este método. Esto podria explicarse por algin

problema relacionado con la disponibilidad o presencia del epitope.



Tabla 14: Masas molares esperados de las proteinas codificadas en las distintas
construcciones. En la tabla se informan las masas molares de las proteinas de fusion
esperadas. El epitope V5-HIS tiene un tamafio de aproximadamente 4kDa, el epitope HA
1,2 kDa y la proteina EGFP 26kDa.

Proteinas nativas pYES-DESTS52 pAG426GPD-ccdB-HA pAG426GPD-ccdB-GFP
ITRG 1 26kDa 31.5 kDa 29kDa 53kDa
ITRG 2 29kDa 33kDa 55kDa
ITRG 3 19kDa 23kDa 20kDa 45kDa

ITRG2 ITRG1 ITRG 3 ITRG3AS SI

SR 8 88

Figura 14: Deteccion de las proteinas ITRG1, ITRG2 e ITRG3 mediante Western blot en
extractos proteicos de levaduras transformadas con las construcciones
correspondientes. Las muestras utilizadas corresponden a extractos proteicos de
levaduras transformadas con las construcciones realizadas con pYES y ITRG2, ITRG1,
ITRG3, ITRG3 AS, y Sl respectivamente. Se observa una banda de masa molar superior a
30kDa para pYES-ITRG2 y una banda de un tamario levemente menor para la construccion
pYES-ITRG3. Se empled el estandar de peso molecular no tefido de fermentas, algunas de
sus bandas estan sefaladas a la izquierda de la imagen. Se emple¢ el anticuerpo primario
aVs.
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3.2.3.3 Analisis de la acumulacion de proteinas de fusion ITRG1, 2 y 3 con
EGFPen levaduras transformadas con las construcciones pAG426GPD-ITRG-
GFP

Para evidenciar el correcto proceso de expresion génica y posterior acumulacion de
proteinas en las levaduras transformantes, se realizaron construcciones con un
vector que permite la fusion de los ITRG con la proteina fluorescente verde
aumentada (EGFP). Junto con lo anterior, esta técnica permite determinar la
localizacion subcelular de las proteinas de fusién. Las levaduras transformadas
observaron mediante microscopia confocal. Los resultados se exponen en la Figura
15, donde se observa la sefal de fluorescencia en las levaduras transformadas con
las construcciones que poseen los genes ITRG1, ITRG2, ITRG3. En los controles
negativos, levaduras transformadas con ITRG3 AS y las levaduras transformadas
con el vector Sl, no se detecta fluorescencia. Para las transformaciones realizadas
con la construcciéon que posee el ITRG 1, 2 y 3 se aprecia fluorescencia.
Confirmando la acumulacién de las proteinas de fusion codificadas por los 3 ITRG
seleccionados fusionados a EGFP en el extremo carboxilo terminal. Para los tres
casos (construcciones con ITRG1, ITRG2 e ITRG3 en sentido) se observa

fluorescencia en el citoplasma.

Ademas, para la construccion realizada con el ORF ITRG2, se ve cierta

acumulacién en la membrana que puede deberse a la imagen registrada.
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ITRG 1

ITRG2

ITRG3

ITRG 3 AS

S

Figura 15:Las proteinas de fusién ITRG 1, ITRG 2 e ITRG 3 con EGFP se acumulan en
las levaduras transformantes. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de
levaduras transformadas con las construcciones realizadas con el vector pAG426GPD-
ccdB-GFP y los genes seleccionadosITRG1, ITRG2, ITRGS, ITRG 3 AS. Ademas del vector
sin inserto (SI). En A, D, G, J, M se muestran las imagenes correspondientes a EGFP. B, E,
H, K, N corresponden a las imagenes de campo claro. En G, F, |, L, O se indica la
superposicion de la imagen de EGFP y campo claro.
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En la figura 15 A, D y G se observa la fluorescencia de EGFP en las levaduras
transformadas con los ITRG. Para las levaduras transformadas con pAG426GPD-
ITRG1-GFP y pAG426GPD-ITRG3-GFP se observa una localizacion uniforme en
toda la célula, la cual se asociaria al citoplasma, en tanto las levaduras
transformadas por pAG426GPD-ITRG2-GFP, se percibe una localizacion cercana a

los bordes celulares, por lo tanto podria tratarse de la membrana celular.

3.3 Evaluacion de la tolerancia a condiciones salinas estresantes en S.
cerevisiae transformada con las construcciones que poseen ITRG 1, ITRG 2y
ITRG 3.

Para evaluar el comportamiento de las diferentes levaduras transformadas frente al
tratamiento con distintos cationes metalicos, se realizaron ensayos de tolerancia.
Estos ensayos se efectuaron en cultivos liquidos de levaduras crecidas en distintas
concentraciones de cationes metalicos. En estos experimentos se evalud el
crecimiento de las levaduras, midiendo la densidad Optica de los cultivos a través
del tiempo. De esta manera se evaluo la capacidad de crecimiento de las levaduras
sometidas a estrés salino, entendiéndose este como estrés a distintas sales como
NaCl, CuSo,, ZnCl,, etc.

Se estudié el efecto en el crecimiento de las levaduras al ser incubadas con los
cationes metalicos; sodio (Na*), zinc (Zn**), cobre (Cu®*), cadmio (Cd**) y cobalto
(Co*). Cada experimento se efectué al menos por duplicado, donde en cada
oportunidad se hicieron ftriplicados técnicos de los tratamientos. Los valores
informados fueron relativizados a la poblacién de levaduras del tiempo inicial. Es
decir, corresponden a la razon entre el promedio de la medicién en un tiempo dado
y el promedio registrado al inicio del experimento (tiempo cero). Los valores en

cada punto se informan con su respectivo error estandar. Los experimentos de
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tolerancia se realizaron con levaduras transformadas con los tres tipos de
construcciones realizadas, es decir, las construcciones efectuadas para los ITRG
1, 2 y 3 (ademas de los controles respectivos), empleando los vectores pYES-

DEST52,pAG426GPD-ccdB-HA y pAG426GPD-ccdB-GFP.

3.3.1 Evaluaciéon de la toleranciaa cationes metdlicos presentadas por S.
cerevisiae que expresan los ITRG 1, 2 y 3 bajo el control del promotor
inducible por galactosa.

Se evalud el crecimiento de las levaduras transformadas con las construcciones
realizadas con el vector que posee un promotor inducible por galactosa, pYES-
DEST52. Para ello, las levaduras transformadas con estas construcciones, fueron
previamente crecidas en un medio que contiene rafinosa para permitir una
induccion mas rapida y eficiente del promotor, al agregar la galactosa. Luego de 6 h
de la induccion con galactosa, se registrdé y monitore6 el crecimiento de los cultivos
de levadura en presencia de los distintos cationes metalicos. En la Figura 16 se
muestran las curvas de crecimiento, correspondientes a las levaduras
transformadas con la construccion pYES-ITRG 1.

En los graficos de la Figura 16 se muestra que los cultivos de levaduras
transformadas con la construccion pYES-ITRG 1, presentan tolerancia
notablemente mayor que las levaduras control (transformadas con el vector vacio)
en los medios que poseen Na’, Zn**, iCo™ y Cd**, en las 3 concentraciones
evaluadas, para cada uno de ellos. En tanto, para el Cu* se ve una mayor
tolerancia de las levaduras transformadas con la construccién pYES-ITRG 1 en la
concentracion de 1 mM. Para el Zn** (Figura 16B) se observa un comportamiento
similar de las levaduras sometidas a las 2 concentraciones mas bajas, sin embargo

en la concentracion de 10 mM (la méas alta evaluada) de Zn**existe un menor grado
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de tolerancia, pero, de todas formas es mayor que su respectivo control. En los
tratamientos con cobre se puede observar que en la concentracion mas baja, las

levaduras logran crecer mas que las controles, pero con una leve diferencia.
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Figura 16: Tolerancia de
levaduras transformadas con
la construccion pYES- ITRG 1.
Se muestra la tolerancia de
levaduras transformantes en
presencia de NaCl (A), ZnCl; (B),
CoCly(C), CuSO, (D) y CdCIy(E).
Se evaluaron 3 concentraciones
para cada sal metalica, indicadas
en la figura. En las gréficas se
informa el crecimiento
relativizado al tiempo inicial. “#
, "% y =% corresponden a las
distintas concentraciones de los
cationes metélicos con las que
fueron incubados los cultivos
transformados con pYES- ITRG
1. ©, & y # corresponden a
las distintas concentraciones de
los cationes metalicos con las
cuales fueron incubadas los
cultivos de levaduras
transformadas con el vector sin
inserto. Los experimentos se
realizaron luego de 6 h de la
induccién con galactosa. Cada
punto graficado corresponde a
un promedio y al error estandar.
Se realiz6 la prueba de t, con
correccion de Welch para
determinar diferencias
estadisticas simbolizadas con *.
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Por lo tanto, las levaduras transformantes que poseen el ITRG 1 bajo el comando
del promotor de galactosa son capaces de tolerar entre tres a cuatro veces mejor
las condiciones a las cuales fueron expuestas en estos experimentos. Mostrando
una mayor tolerancia a zinc y cadmio, creciendo cinco veces mas que el control. El
comportamiento de cultivos de levaduras transformadas con la construccion pYES-
ITRG 2 se muestran en la figura 17.Las levaduras transformadas con la
construccion que posee el marco abierto de lectura de ITRG2presentan mayor
tolerancia al cation sodio, cuando este metal se encuentra a una concentracion de
100 mM, alcanzando a ser cuatro veces mas alta que el control sin inserto (Sl).En
tanto, en las otras dos concentraciones, igualmente se observa un mayor
crecimiento, aunque las diferencias son modestas. Para los tratamientos con zinc,
la cepa transformante con ITRG2 mostré hasta 5 veces mayor tolerancia con
respecto al control (Figura 17B).Al efectuar la incubacién con cobalto, los cultivos
sometidos a 100 uM y 250 uM mostraron un crecimiento aproximado de 4 veces el
registrado para los controles(Figura 17 C).El crecimiento relativo observado para las
incubaciones con cobre evidencia diferencias para la concentracion mas baja
evaluada (500 mM).En tanto, para las otras dos concentraciones los resultados de
las levaduras que poseen ITRG 2 son similares a los mostrados para las controles
(Figura 17D).En los tratamientos con cadmio, se observé una mayor tolerancia de
los cultivos de levaduras transformadas con el ITRG2 frente a todas las
concentraciones empleadas de este metal (Figura 17 E), alcanzando niveles de
hasta cuatro veces el crecimiento mostrado por el control. Con lo observado, se
puede determinar que las levaduras transformadas con la construccion pYES-
ITRG2 presentan una tolerancia multiple. Es decir, se logran mayores tolerancias

que en las cepas con el vector vacié, en gran parte del estudio efectuado.
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Figura 17: Tolerancia de
levaduras transformadas
con PpYES- ITRG 2. Se
muestra la tolerancia de
levaduras transformantes en
presencia de NaCl (A), ZnCl,
(B), CoCly(C), CuSO: (D) y
CdCl, (E). Se evaluaron 3
concentraciones para cada sal
metalica, indicadas en la
figura. En las gréaficas se
informa el crecimiento relativo
al tiempo inicial. =# , % y
=@ corresponden a las
distintas concentraciones de
los cationes metélicos con las
gue fueron incubados los
cultivos transformados con
pYES-ITRG 2. ©, & y %
corresponden a las distintas
concentraciones de los
cationes metédlicos con las
cuales fueron incubadas los
cultivos de levaduras
transformadas con el vector
sin inserto. Los experimentos
se realizaron luego de 6 h de
una induccién con galactosa.
Cada punto graficado
corresponde a un promedio y
al error estandar. Se realiz6 la
prueba de t, con correccién de
Welch para determinar
diferencias estadisticas
simbolizadas con *.
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El resultado de los experimentos realizados para determinar la tolerancia de las
levaduras transformadas con la construccion pYES-ITRG 3, se observa en la figura

18.

Al incluir Na* en el medio de crecimiento de las levaduras (Figura 18 A), se observa
una marcada diferencia en la tolerancia de las levaduras transformadas con ITRG 3
frente al control en los 100 mM, mostrando 4 veces mayor crecimiento relativo. En
los tratamientos con las otras dos concentraciones de sodio, el crecimiento es
similar a los controles. Aunque al final del seguimiento (12 h), aumenta levemente la

diferencia.

Al analizar los resultados obtenidos para los tratamientos realizados con Zn?

(Figura 18B),se ve una diferencia en el crecimiento sin embargo no se observa una

dosis dependencia entre las levaduras transformadas con ITRG3 y los controles.

En la Figura 18 C se observa que las levaduras transformadas por pYES-ITRG 3 no
presentan diferencias significativas con los controles durante el transcurso del
experimento, por lo tanto las levaduras transformadas con el vector que posee
ITRG3, al comportarse de manera similar a los controles no manifiestan tolerancia

ni sensibilidad al cobalto.

En los tratamientos realizados con Cu* 500 uM y 1 mM hay una diferencia notoria
entre las levaduras que expresan ITRG 3 con los controles, en tanto para la otra
concentracion de cobre el crecimiento es diferente con un nivel menor de
significancia entre las transformantes y los controles (Figura 18 D). Se observa, en
general, un efecto de dosis dependencia. Es decir, mientras mayor es la
concentracion del metal, menos crecen las levaduras. Mostrando una diferencia de

hasta aproximadamente seis veces en la concentraciéon de 0.5 mM.
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Para los tratamientos con Cd**(Figura 18, E), se aprecia una mayor tolerancia en
las tres concentraciones evaluadas, mostrando 3 0 4 veces el crecimiento relativo
en comparacion con el control. De esta forma, en general, se encontr6 que al
transformar levaduras con una construccién que posee el gen ITRG 3, comanda por
un promotor inducible por galactosa, éstas poseen una tolerancia selectiva,

particularmente a Sodio, Zinc, Cobre y Cadmio.
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Figura 18: Tolerancia de
levaduras transformadas
con pYES- ITRG 3. Se
muestra la tolerancia de las
levaduras transformantes a
Na' (A), Zn** (B), Co*(C),
cu*(D) y Cd*(E). Se
evaluaron 3 concentraciones
para cada metal, indicadas
en la figura. En las gréaficas
se informa el crecimiento
relativo al tiempo inicial.
Cada punto  graficado
corresponde a un promedio
y al error estandar. *# | %
y " corresponden a las
distintas concentraciones de
los cationes metalicos con
las que fueron incubados los
cultivos transformados con
PYES- ITRG 3. ©, &y ¢
corresponden a las distintas
concentraciones* de los
cationes metalicos con las
cuales fueron incubadas los
cultivos de levaduras
transformadas con la
construccion pYES-VV. Los
experimentos se realizaron
una vez que previamente,
por un tiempo de 6 h, se
indujeron con galactosa los

promotores de las
construcciones
transformadas en las

levaduras. *: Indicadas en la figura.
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3.3.2 Evaluacion de la tolerancia de S. cerevisiae transformadas
construcciones de promotor con expresion constitutiva.

Para determinar el comportamiento de levaduras con una expresion permanente de
las proteinas codificadas por los genes ITRG, se transformaron levaduras con
construcciones en vectores con promotor constitutivo (promotor GPD426)
comandando la expresion de los genes ITRG. Luego, se realizé el estudio de la
tolerancia de las levaduras transformantes.

Con el objetivo de determinar si el tamafio o el tipo de secuencia usada para
identificar las proteinas ITRG podrian influir en la acumulacion de estas, o bien en
el crecimiento frente a incubaciones con cationes metélicos, se disefiaron y

realizaron dos tipos de construcciones.

3.3.2.1 Evaluacion de la tolerancia de S. cerevisiae transformadas con las
construcciones realizadas con el vector pAG426GPD-ccdB-HA.

Para realizar los experimentos correspondientes a las levaduras transformadas con
las construcciones pAG426GPD-ITRG1-HA y pAG426GPD-ITRG3-HA, un pre-
inoculo de 12 horas de crecimiento previo fue utilizado como cultivo de partida, para
luego ser incubadas con los distintos cationes metalicos. Los resultados para las
levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG 1-HA y pAG426GPD-ITRG 3-HA
se registraron durante 20 h, para observar los efectos a mas largos plazos.

En la Figura 19, parte A, se muestra que en presencia de Na* 100 mM las
levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG1-HA, presentan menor
crecimiento que las transformadas con pAG426GPD-ccdB-HA (vector control, sin
inserto), mostrando diferencias de alrededor de un 25% con respecto al crecimiento

mostrado por las levaduras que poseen la construccién con el ORF de ITRG 1. En
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tanto, los cultivos sometidos a 500 mM y 1000 mM se comportan de manera similar
las levaduras transformadas con el ORF de ITRG1 y los que poseen el vector sin

inserto.

Al coincubar las levaduras con Zn®*, se observd que presentan un mayor
crecimiento aquellas transformadas con el vector sin inserto, en comparacion con
las levaduras que poseen una construccion que incluye ITRG1, esto se observa en
las tres concentraciones evaluadas (0.5, 1 y 10 mM). El crecimiento registrado para
ambos tipos de transformantes (pAG426GPD-ITRG 1-HA y el vector sin inserto)
muestra un comportamiento grupal en las tres concentraciones de este metal, es
decir las levaduras transformadas con el vector sin inserto crecen aproximadamente
a la misma tasa al someterlas a una concentraciéon de 500 uM, TImM y 10 mM, al
igual que las levaduras transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG 1-
HA, pero en menor grado, como se ve en la Figura 19 B. Esto indicaria que las
distintas concentraciones no afectan de manera diferencial a los cultivos, no asi

como el que estén o no transformadas con ITGR1.

Los cultivos de levaduras transformados con la construccion pAG426GPD-ITRG 1-
HA se muestran mas sensibles al cobalto (Figura 19C) en comparacion con las
transformadas con el vector sin inserto. Mostrando las levaduras transformadas con
el vector sin inserto un crecimiento dosis dependiente, mientras mayor es la
concentracion del metal, menor es el crecimiento. En los experimentos realizados
con cobre, se observdé una inestabilidad en las curvas de crecimiento, no
pudiéndose determinar diferencias de en este parametro. Esto se puede observar
en la Figura 19 D. Al someter a las levaduras a distintas concentraciones de
cadmio, se observé que las transformadas con el vector sin inserto poseen mayor

crecimiento que aquellas transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG1-
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HA. Visualizandose que las levaduras transformadas con el vector sin inserto
muestran un crecimiento dosis dependiente, en el que hay un mayor crecimiento a

medida que aumenta la concentracion (Figura 19 E).
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con las cuales fueron
incubadas los cultivos® de
levaduras transformadas
con la construccion
pAG426GPD-ccdB-HA (SI).

* Indicadas en la figura.




84

En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos en términos de tolerancia

para las levaduras transformadas con la construcciéon pAG426GPD-ITRG3-HA.

En la parte A de la Figura 20se observa que hasta 14 h después de incubadas con
sodio, el crecimiento es muy similar, sin embargo después de este periodo, cambia,
mostrando mas tolerancia las levaduras que poseen ITRG3 en comparacion con las
que poseen el vector sin inserto en 100 mM y 500 mM de Na“.

Los cultivos de levaduras transformados con el ORF de ITRG3 al ser coincubados
con zinc (Figura 20B), muestran un comportamiento similar para las levaduras que
tienen el inserto de ITRG 3 y aquellas con el vector sin inserto. Ademas, las curvas
de crecimiento para las distintas concentraciones de este metal describen las
mismas tendencias y valores.

Al tratar las levaduras con cobalto (Figura 20C) se observa un comportamiento
similar de las curvas de crecimiento de las levaduras que poseen el ORF de ITRG 3
y aquellas con el vector sin inserto. Sin embargo, entre las 8 y las 14 h del
tratamiento con cobalto 0.1 mM, se ve un pequerio crecimiento diferencial mayor de
las levaduras transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG3—HA en
comparacion con las transformadas con el vector sin inserto.

En los experimentos realizados con cobre (Figura 20 D)las levaduras
transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG3-HA muestran mayor
crecimiento para las concentraciones de 0.5 mM y 1mM, en tanto para 3mM ambas
curvas, ITRG 3 y la del vector sin inserto, se comportan de la misma forma, sin
registrar crecimiento.

En los tratamientos con cadmio, las curvas observadas para cada concentracion
(Figura 20E), son similares al comparar las levaduras transformadas con la

construccion pAG426GPD-ITRG3-HA y las transformadas con el vector sin inserto.
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3.3.2.2 Evaluacion de la tolerancia de S. cerevisiae transformadas con
construcciones realizadas con el vector pAG426GPD-ccdB-GFP.

Para determinar el comportamiento de las levaduras transformadas con
construcciones que tuvieran un promotor constitutivo y una proteina marcadora
fusionada, como EGFP, se realizaron los analisis que seran detallados. Ademas es
interesante determinar si existe alguna diferencia al etiquetar proteinas, con
pequenas moléculas como HA, o grandes moléculas como lo es EGFP, ambas
moléculas de fusion comandadas por el mismo promotor. Se transformaron
levaduras con las construcciones pAG426GPD-ITRG1-GFP, pAG426GPD-ITRG2-
GFP y pAG426GPD-ITRG3-GFP, con estas transformantes se efectuaron
experimentos de tolerancia analogos a los descritos anteriormente para las
levaduras transformadas con las distintas construcciones que codifican proteinas
fusionadas al epitope HA.

En la Figura 21 se muestran las curvas de crecimiento descritas para las
incubaciones con los distintos metales para las levaduras transformadas con la
construccion pAG426GPD-ITRG1-GFP. En Figura 21A se observa que al someter
las levaduras a una concentracion final de sodio de 100 mM y 500 mM, aquellas
transformadas con el vector sin inserto muestran un mayor crecimiento que las que
poseen ITRG 1. Mientras que con sodio 1000 mM se observa un comportamiento
similar en ambos tipos de cultivos.

En la Figura 21, parte B se muestra que los cultivos de levaduras transformadas
con la construccion pAG426GPD-ITRG1-GFP y las transformadas con el vector sin
inserto muestran un crecimiento similar en todas las concentraciones de zinc (0.5

mM, 1 mMy 10 mM).
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En los tratamientos realizados con cobalto (Figura 21 C), se muestra que para la
concentracion de 0.1 mM, entre las 10 y 14 h después de iniciar la co-incubacion
con el metal, las levaduras transformadas con la construccién pAG426GPD-ITRG 1-
GFP, tienen un mayor crecimiento que las transformadas con el vector sin inserto.
Mientras que en las otras dos concentraciones finales utilizadas ocurrié lo contrario,
aunque es dificil determinar exactamente si existen diferencias, debido a lo cercano

que se presentan las curvas.

Al analizar el crecimiento registrado por los cultivos de levaduras al ser co-
incubadas con cobre (Figura 21 D), se observa que para las concentraciones de 0.5
mM y 1 mM, en promedio, crecen levemente mas las levaduras que poseen ITRG1,
en comparacion con las transformadas con el vector sin inserto. En los
experimentos realizados con Cd**(Figura 21 E), se encontré que a 0.025 mM de
este metal, las levaduras transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG1-
GFP muestran leve mayor crecimiento que las transformadas con el vector sin
inserto. A pesar de lo anterior, es dificil determinar un mayor o menor crecimiento
por parte de las distintas levaduras, debido a que en general el crecimiento fue

similar para todas las concentraciones.

A modo de resumen, segun lo observado, las levaduras transformadas con la
construccion pAG426GPD-ITRG1-GFP muestran una leve tolerancia hacia las
menores concentraciones de los metales Co®*, Cu®** y Cd**. Sin embargo en
ninguna coincubacion se observaron diferencias significativas que permitan concluir

o determinar una tendencia o una tolerancia total.

En la Figura 22 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la tolerancia en
levaduras transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG2-GFP, en

comparacion con las transformadas con el vector sin inserto.
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En el tratamiento mostrado con sodio (Figura 22 A), se observa que las levaduras
transformadas con el vector sin inserto son mas tolerantes que las que poseen el
ORF de ITRG 2. El control presenta mayor crecimiento con 100 mM que con 500
mM y registrandose los menores valores con 1M. Se muestra ademas que los
cultivos de levaduras que poseen el inserto de ITRG 2 crecieron de manera similar

al ser sometidos a las tres concentraciones.

En los tratamientos realizados con zinc (Figura 22B) se observa que los cultivos
que poseen levaduras transformadas con el vector sin inserto, crecen mas que las
transformadas con el ORF de ITRG 2. Estos ultimos muestran un crecimiento
similar a todas las concentraciones de zinc. Al analizar el crecimiento de los cultivos
de levaduras coincubados con cobalto (Figura 22 C), se observa que los cultivos
controles crecen mas que aquellos que poseen el ITRG 2. Al incubar las levaduras
transformantes con cobre en distintas concentraciones (Figura 22 D), se observo
que para las dos concentraciones menores (0.5 mM y 1 mM) las levaduras
transformadas con el vector sin inserto muestran un crecimiento mayor que las
transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG2-GFP, mientras que cuando
se someten las levaduras a una concentracién final de 3 mM de cobre, estas no
presentan crecimiento diferencial significativo entre las levaduras transformadas

con el ORF de ITRG2 y el control.

Los experimentos llevados a cabo incubando levaduras transformantes con cadmio
se muestran en la parte E de la Figura 22, ahi se observa un comportamiento
bifasico. Hasta aproximadamente 12 h desde que se inicia la incubacién con el
metal, las levaduras que poseen el inserto correspondiente al ORF de ITRG 2
muestran mayor crecimiento que las transformadas con el vector sin inserto, sin

embargo después de las 12 h, el comportamiento se invierte siendo las levaduras
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transformadas con el vector sin inserto las que muestran mayor tolerancia al metal
en todas las concentraciones. Entonces, las levaduras que poseen la construccion
pAG426GPD-ITRG2-GFP en presencia de cadmio, muestran un comportamiento

dependiente del tiempo de exposicién al metal.
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En la Figura 23 se observa el crecimiento de cultivo de levaduras transformadas
con la construccion pAG426GPD-ITRG 3-GFP frente a cultivos de levaduras

controles.

En la Figura 23A se observa el crecimiento de los cultivos de levaduras
coincubados con sodio, se ve que a la concentracién de 100 mM las levaduras
controles crecen alrededor de 2.5 veces mas que las que poseen el inserto de ITRG
3. Este comportamiento también se observa a 500 mM, pero en menor grado. En la
mayor concentracion de sodio, 1000 mM, el comportamiento es similar entre ambos

tipos de transformantes.

En los tratamientos con zinc (Figura 23B) se observa que para las tres
concentraciones utilizadas, 0,1 mM, 5mM y 10 mM los cultivos de levaduras
transformadas con el vector sin inserto tienen un mayor crecimiento que aquellas
que poseen el inserto del ITRG3. Las levaduras controles muestran una menor tasa

de crecimiento a medida que aumenta la concentracién de zinc.

Al incubar las levaduras transformadas con cadmio (Figura 23C), las controles
crecen mas que las transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG 3-GFP,
esto en las tres concentraciones evaluadas, mostrando un crecimiento similar los
controles para 0.1 y 0.25 mM de cadmio, mientras que para la concentracion mas
alta, de 0.5 mM el crecimiento baja, acercandose al mostrado por las levaduras que

poseen el ORF de ITRG3 fusionado a EGFP.

En la Figura 23D, se observa que al incubar las levaduras que poseen el ORF de
ITRG a cobre, estas presentan un crecimiento inicial que luego se detiene,
alrededor de las 6 h, tanto para la concentracién de 0.5 y 1 mM de cobre,
alcanzando niveles de crecimiento relativo similares. Mostrando sensibilidad luego

de las 6 h, en comparacion con los controles. Para cobre 3mM no se observaron
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diferencias en el crecimiento entre el control y las levaduras que poseen el ORF de

ITRG3 fusionado a EGFP.

En lo mostrado en tratamientos de incubacién con cobalto para las levaduras
transformadas pAG426GPD-ITRG3-GFP(Figura 23E), se aprecia que tienen un
comportamiento similar a las levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG 2-
GFP, es decir muestran graficas de crecimiento bifasicas, donde en una etapa
temprana del tratamiento muestran mayores tasas de crecimiento que los controles,
hasta alrededor de las 12 horas, luego de este tiempo, se hacen mas sensibles al

metal en todas las concentraciones evaluadas de cobalto.

En resumen, las construcciones realizadas para los ORF codificantes para ITRG 2 y
ITRG 3, comandadas bajo el promotor 426GPD y fusionadas con EGFP inducen
sensibilidad a las levaduras para Na*, Zn?*, Co** y Cu®*. El fenémeno del Cd** es
distinto debido a que se observa un comportamiento bifasico dependiente del
tiempo, lo cual podria estar involucrado con una posible alteraciéon en la fisiologia

de la levadura.

También se realizaron pruebas de tolerancia con los controles utilizados en los
experimentos relacionados con la acumulacién de proteinas (Seccion 3.2.3.1). Es
decir, levaduras transformadas con construcciones que incluian ITRG 3 AS y
Gonst4 (datos no mostrados), observandose un comportamiento similar a los

controles de vector sin inserto de interés (Sl).
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Discusion

4.1 Seleccion y caracterizacion de genes de A.thaliana relacionados a la
funcion de transporte ionico.

4.1.1 Genes con alta probabilidad de estar involucrados en el metabolismo iénico.

En la red de co-expresidn realizada se evalud el enriquecimiento de una etiqueta de
GO particular, transporte iénico (GO:0006811, lon transport). Se estudié qué genes,
en el genoma de Arabiopsis thaliana, fueron conectados por genes que poseian
esta etiqueta. Esta parte de la investigacion fue realizada por el Dr. Alexander
Vergara. El andlisis se efectué mediante dos mecanismos, por simple conteo del
vecindario mas proximo y utilizando el método de enriquecimiento hipergeométrico
(Sharan et al., 2007). Ambos métodos tienen sus ventajas y desventajas. El primero
se basa en observar el vecindario de los genes y por simple conteo de vecinos, se
le asigna una etiqueta. Obteniéndose muchos genes candidatos a estar
involucrados en un determinado proceso. Sin embargo, este andlisis no estima la
posible sobrerrepresentacion que pudiera tener esta etiqueta en el genoma, es
decir, cuan “impura’ o “promiscua” puede ser la denominacién de la etiqueta,
debido a que en todo el genoma existen genes presentes en procesos metabdlicos
generales, por lo tanto aparecen representados en multiples condiciones. Por otro
lado se encuentra el enriquecimiento hipergeométrico, basado en el modelo de
distribucion hipergeométrica, el cual corresponde a una distribucion discreta

relacionada con muestreos aleatorios y sin reemplazo de datos. Este método
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contempla el factor de sobre representacién de una determinada etiqueta,
encontrando con mayor exactitud los mejores resultados. En base a este punto,
pareciera ser que el analisis mas certero es el enriquecimiento hipergeométrico, sin
embargo entrega un bajo nimero de resultados que podrian dejar a buenos
candidatos fuera del analisis. Por lo tanto se debe trabajar con un equilibrio entre
estos dos métodos, es decir, conocer ambos resultados y en base a estos, lograr
encontrar los mejores genes candidatos para estar implicados en un proceso
bioldgico, tener una determinada funcién molecular y ubicacién celular. Para la
investigacion realizada, la red conté con ambos analisis y las debidas pruebas de
validacién, asegurando que no se trataba de una red al azar. Por lo tanto, se debe
escoger el método con mayor parsimonia adecuado a la pregunta biolégica
planteada, contemplando las fortalezas y debilidades del conteo de vecindario y el

enriquecimiento hipergeométrico.

No obstante, otro aspecto importante es el conocimiento de las funciones de los
genes seleccionados, disponibles a la fecha en trabajos cientificos y bases de datos
donde esta informacién se concentra. Es imprescindible el analisis de los datos
existentes ya que permite obtener argumentos para discriminar entre diferentes
opciones durante la investigacion. Esto es limitado e incompleto, ya que por
ejemplo, hasta en la ultima actualizacién del TAIR, en Noviembre del afo 2010, se
conocian soélo las funciones moleculares de un 60% del genoma de Arabidopsis
thaliana (www.arabidopsis.org, Noviembre 2010). La informacion obtenida, cruzada
con nuestros intereses permitid definir un criterio para analizar los datos entregados

por la red de coexpresion.

Existen multiples estudios de co-expresion realizados en distintos organismos,

incluyendo Arabidopsis, donde estos andlisis han reportado exitosas predicciones
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de funciones de genes(Cohen y col. 2000; Lercher y col. 2002; Spellman y Rubin
2002; Lercher y col. 2003; Williams y Bowles 2004b; Ren y col. 2005;A0ki y col.
2007). Por lo tanto, contemplando esta experiencia, determinamos que nuestra
propuesta representa una excelente herramienta de busqueda de nuevos genes
implicados en un proceso determinado. La cual, es distinta a lo que se ha hecho
clasicamente en la busqueda de nuevos genes como la mutacion al azar o la
genotipificacion de cepas extreméfilas. En esta investigacion se buscaron genes
nuevos involucrados en el transporte idnico, que pudieran abrir una nueva linea de
investigacion relacionada con la tolerancia a estrés salino y estrés por metales

pesados.

Los 12 genes encontrados mediante el andlisis de coexpresion de vecindario
poseen una alta posibilidad de estar involucrados en el proceso de transporte
idnico, debido a que utilizamos como método de coincidencia la etiqueta molecular
transporte idnico. Al analizar las etiquetas moleculares (GO) de los genes vecinos a
los doce genes identificados en la red de co-expresién, cada uno de ellos, se
encontré que las etiquetas sobre-representadas son transporte iénico y transporte
de cationes (Figura 7). Este hecho apoya plenamente la red realizada, debido a que
aquellos genes conectados con los pertenecientes a la lista de los ITRG, poseen el
mismo GO de transporte i6nico o uno altamente relacionado con esa categoria

como lo es transporte de cationes.

Con las caracteristicas del vecindario de los genes con mas probabilidad de estar
implicados en el transporte i6nico y las caracteristicas estudiadas de los doce ITRG,
se decidié por comenzar el estudio con los ITRG1, 2 y 3. Los tres genes escogidos,
tienen como caracteristica en coman, anotaciones relacionadas con el metabolismo

energético, especificamente en la fosforilacién oxidativa. Existe la posibilidad de
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que estos genes se ubiquen tanto en el cloroplasto como en la mitocondria, debido
a su anotacion de fotorrespiracion. Sin embargo, debido a que las plantas se
relaciona a través de su tejido radicular con los agentes que causan el estrés ionico,
asumimos que en esa parte de la planta, es donde mas se necesita produccion
energetica. Ya que la raiz carece de luz, esta produccion energética se realizaria en

la mitocondria a través de la respiracion celular mitocondrial.

El proceso de la fosforilacion oxidativa ocurre en la mitocondria de todas las células
eucariontes. Por efecto de la cadena transportadora de electrones, la donacion de
electrones desde el NADH produce un desbalance de protones (H*), expulsandose
estos hacia el espacio intermembrana, disminuyendo el pH con respecto a la matriz
mitocondrial. Esta diferencia de cargas inducida por el desequilibrio de H*, llamada
fuerza protdon motriz, permite el funcionamiento de la bomba ATP sintasa. En
experimentos de hipoxia en cereales, se ha demostrado que la falta de oxigeno
modifica ostensiblemente la relacién de cationes de potasio (K') y sodio (Na*)
dentro de las células. Esto, debido a que la disminucién de oxigeno provoca un
bloqueo de la cadena transportadora de electrones, por la falta de una molécula
dadora de electrones (Colmer y Greenway, 2011). De esta forma, es posible que
genes implicados en la cadena trasportadora de electrones estén relacionados a la

modificacién de la tolerancia/sensibilidad a cationes metalicos como el K* o el Na*.

Por otro lado, en mitocondrias aisladas de células de higado de rata, se determiné
que cationes metalicos de cadmio (Cd®*) y de cobre (Cu?*) afectan la cadena
transportadora de electrones, el canal uniporter de Ca®'y la permeabilidad de los
poros de transicion de los efectores en la funcidon mitocondrial, perturbada por los
metales pesados. Determinandose que el blanco de los metales pesados en la

mitocondria es la cadena transportadora de electrones (Belyaeva et al., 2011). En el



99

mismo modelo también se describié que al bloquear la cadena transportadora de
electrones, con la sustancia “stigmatellin”, se logra un efecto de proteccion frente a
los metales pesados, lo que podria interpretarse como un método de tolerancia

frente a Cd** Hg®*, Zn?* 0 Ca®'(Belyaeva, 2010).

Junto con lo anterior, recientemente se describié el fuerte lazo que existe entre el
bloqueo de la cadena transportadora de electrones y el aumento de la captacion de
hierro en mitocondrias de lineas celulares humanas (Mena y col. 2011). Al bloquear
la cadena transportadora de electrones, disminuye el ATP y por lo tanto no se forma
el complejo hierro azufre (Fe-S), de esta forma la célula no es capaz de determinar
la presencia del hierro. Al inhibir la cadena transportadora de electrones se alteran
la expresién de transportadores tanto de dominio citoplasmaticos como
mitocondriales, de manera de captar mas hierro y formar los complejos Fe-S (Mena
y col. 2011). Ademas, multiples mecanismos de detoxificacion celular emplean ATP
para su funcionamiento, por lo tanto, es esperable que al haber mayor cantidad de
ATP disponible, se modifique el estado basal de respuesta ante la movilizacion de

metales en la célula (Serrano y Rodriguez-Navarro 2001).

Se hicieron andlisis de las secuencias de los genes ITRG1, 2 y 3 utilizando las
bases de datos disponibles en la web para determinar su localizacion subcelular en
Arabidopsis. Estas bases de datos emplean distintos criterios de decision para
estimar la posible localizacién subcelular, relacionados en su mayoria con
caracteristicas fisicoquimicas de las secuencias, composicién aminoacidica y

algunos algoritmos de prediccion.

Lo interesante de estos analisis, es que los resultados de las predicciones son
similares a los informados en la base de datos de Arabidopsis

(www.arabidopsis.org). A pesar de que la fuente de informacién de estos ultimos
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datos para determinar la ubicacion subcelular, en su mayoria provienende estudios
de protedémica publicados y curados(Millar y col. 2001; Heazlewood y col. 2004;S.
K. Mitra y col. 2007),dado que ambos tipos de evidencias indican que los productos
protéicos codificados por ITRG1, 2 y 3 se localizan en la mitocondria hace la

prediccion relacionada con la funcién de los genes, bastante posible.

Ya que los datos de microarreglos realizados utilizando como organismo de estudio
Arabidopsis thaliana se encuentran disponibles de manera libre, estos se pueden
analizar empleando distintos enfoques. Con el interés de hacer una descripcion
mas detallada y guiada hacia nuestro interés de encontrar genes nuevos
involucrados en el transporte de iones, es que analizamos el comportamiento de los
genes de interés (ITRG1, 2 y 3), frente a los estimulos que guardaran una mayor
relacién con nuestro objetivo. En particular se analizaron los datos provenientes de
plantas sometidas a estrés salino y estrés osmético, se observé que en general el
comportamiento de los genes es constante con el paso del tiempo, es decir, no se
supera el doble del valor registrado para los controles. El que cambie al menos 2
veces se emplea clasicamente para determinar si existe un cambio 0 no en un nivel
de expresion entre 2 condiciones de estudio (Draghici, 2002). A pesar de esto,
analizando especificamente los perfiles de expresion, el ITRG 9, en los datos
correspondientes a la parte aérea en estrés salino, presenta un alza en la
acumulacién de mRNA en el tiempo, en comparacién con el resto de datos, lo cual
es similar a lo que ocurre en estrés osmotico. Se esperaria que hubiera un cambio
mayor de la expresion en las muestras correspondientes a la raiz, tejido donde se
estaria interactuando directamente con los metales, por lo tanto, si decidiéramos
con este criterio, este gen no resulta un buen candidato, De todas formas, es

importante sefalar el hecho de que los 3 genes escogidos muestran un perfil de
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expresion similar en ambos tejidos analizados, frente a los 2 estreses. Este hecho
podria tener relacién con que los genes estén bajo el dominio del mismo tipo de
promotor, por ende, su transcripcion ocurra bajo el mismo estimulo e intensidad o
por otro lado, sean parte de un proceso molecular comin. Por lo tanto podrian
denotar un posible comportamiento similar al transformar otra especie con estos
genes. En tanto, de forma micro, existe una variacién antagdnica entre las
acumulaciones de los mensajeros de las plantas sometidas a estrés osmotico y
salino para estos 3 genes seleccionados, puntualmente a las 12 y 24 h de
exposicion al estrés (Figura 10). Situacién similar se observa en las muestras
correspondientes a raices, en especial para el gen 2 a las 12 y 24 h. Lo anterior
indica, que estos genes actuarian de manera someramente distinta frente a
exposiciones a NaCl 150 mM y Manitol 300mM, posiblemente presumiendo una
reaccion distinta en estos dos tipos de estrés, en especial para ITRG2, sin embargo

la tasa de cambio es baja como para afirmar esta hipétesis con seguridad.

4.2. Obtencion de las secuencias de interés para ser posteriormente
transformadas en levaduras y expresar las proteinas codificadas por los
marcos de lectura abiertos ITRG1, 2y 3.

En el proceso de clonamiento, los mayores inconvenientes presentados se
resolvieron optimizando y afinando los protocolos para cada uno de los genes. Es
posible que los genes estudiados estuviesen expresandose en bajo numero de
copias, debido a que el tejido utilizado para extraer el mRNA proviene de plantas
silvestres, cultivadas en condiciones normales, se realizé de esta forma debido a
que no se tenia certeza de que alguna condicién estimule la transcripcion de estos
genes. Lo anterior se relaciona con que es probable que genes implicados en el

transporte idnico se expresen en mayor cantidad en condiciones estresantes, de
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alta o baja salinidad o al someter las platas a metales pesados (del Pozo et al.,

2010).

El determinar los mejores promotores bajo los cuales estén los ITRG se relaciona
con causar un efecto similar a lo que las plantas se ven enfrentadas en un momento
de estrés iénico. Por lo tanto la alternativa mas fisiolégica habria sido contar con
promotores inducibles por metales. Sin embargo, no contamos con las herramientas
moleculares de forma rapida, en el laboratorio. Dentro de lo teniamos acceso, estan
los vectores de promotor inducible mediante galactosa y aquellos que poseen una
expresion continua. Simulando el vector de promotor inducible un acercamiento
mas fisiologico y el vector de promotor de expresidn continua un efecto mas radical
gue dé senales del efecto de la acumulacién de las proteinas codificadas por los

ITRGs.

El estudio de la acumulacién de proteinas ITRG causd bastantes dificultades.
Tipicamente esto se demuestra utilizando anticuerpos en experimentos de western
blot. Segun las construcciones realizadas en esta investigacion, se pueden realizar
western blot con 4 tipos de anticuerpos primarios. Las construcciones con el
plasmidio pYES-DEST52 permiten realizar proteinas de fusion en el extremo C-
terminal con un epitope V5 y un dominio de 6 histidinas repetidas contiguas. En
tanto que las construcciones realizadas con el vector pAG426GPD-ccdB-HA,
otorgaban un epitope de hematogiutinina (HA) en el C- terminal y los disefiados con
pAG426GPD-ccdB-GFP, codificaban para una proteina fusionada en el extremo C-

terminal, la proteina fluorescente verde aumentada (EGFP).

En la Figura 14, en la seccion de resultados se observa que al realizar un western
blot con el anticuerpo aV5 se muestra una banda de entre 30-33 kDa

aproximadamente correspondiente a la masa molecular del producto proteico del
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gen ITRG2 fusionado a lo epitopes de V5 e histidina de acuerdo a la estructura
entregada por el plasmidio (31.5 kDa). También se observa una banda de un
tamano similar, superior a los 30 kDa que no corresponderia al tamafno de la
proteina de fusion esperada para pYES-ITRG3 (aproximadamente 23 kDa). No se
logré determinar a que corresponde dicha banda. Mientras que para las levaduras
transformadas con la construccion que posee ITRG 1 no se logré detectar una
banda mediante este método. Tal vez esta proteina se expresa en una cantidad
muy baja para la sensibilidad del método utilizado, otras posibles opciones se
relacionan con el epitope, este puede haber sido cortado por la maquinaria
molecular de las levaduras o puede haber sido transcrito o traducido de una manera
incorrecta. Debido a que el producto génico de ITRG1 produce un efecto de
tolerancia muchas veces similar al notado para ITRG1 y 2, la opcién que mejor se

explicaria lo ocurrido seria la relacionada con el corte y pérdida del epitope.

El que aparezcan bandas diferentes al tamarno al esperado, como en el caso de las
levaduras transformadas con pYES-ITRGS3, puede tener varias causas, una posible
explicacion es que la proteina no se termine de traducir donde se debe, es decir, el
complejo ribosomal no distingue el codén de término y sigue traduciendo, hasta

obtener un péptido que en este caso superd los 30 kDa.

Otra opcion que explique este resultado, se relaciona con un posible mal
plegamiento proteico, es decir que las proteinas se plieguen de forma incorrecta, el
que exista una formacion de dimeros o trimeros estables. Debido a que el tamario
mostrado no corresponde aproximadamente al doble o triple del peso molecular
estimado para esta proteina, esta opcién no resulta facilmente plausible, al menos
pensando en una adhesion a otro monémero de forma completa. Finalmente esta la

opcion de que ocurra una asociacion inestable del tipo secundaria o terciaria con
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algan otro péptido, esta alternativa se descartaria, debido a que los experimentos
se realizaron en condiciones denaturantes, por lo tanto cualquier posible interaccién
débil deberia suprimirse, restando la posibilidad de alguna unién de naturaleza
covalente, lo que implicaria la presencia de alguna funcidn celular paralela que

actue en el proceso.

Mediante microscopia confocal se observé la acumulacion de la proteina EGFP, lo
cual sugiere que las proteinas fusionadas con EGFP se estarian acumulando
(Figura 15). Originalmente, los 3 ITRGs escogidos son codificados en el nucleo de
las células de A. thaliana, por lo tanto, lo esperado es que las proteinas estén
codificadas y sean transcritas en el nicleo de las levaduras, ademas de ser
traducidas en el citoplasma para después ser translocadadas a la mitocondria. Se
sabe que sélo entre un 0.1 y 1 % de las proteinas mitocondriales son codificadas en
la mitocondria, las demas proteinas son codificadas en el nicleo (Pavel y col,
2006).Las proteinas fusionadas a EGFP codificadas por el ORF ITRG1 e ITRG3 se
localizarian en el citoplasma, debido a que las levaduras transformadas con el
vector sin inserto no muestran fluorescencia, se asume que para percibir
fluorescencia, debe haber alguna secuencia de DNA con un marco de lectura
abierto que permita la traduccién de EGFP, lo que no se observa en los controles,
respaldando este argumento. Junto con lo anterior, la fluorescencia mostrada por
las levaduras transformadas con una construccion que posee una localizacion
similar a la observada para las transformantes con ITRG1, al fusionarse con EGFP
—cepa W303 de Saccharomyces cerevisiae transformada con el vector pGPD414-,

indica una localizacion citoplasmatica(Kim et al., 2002).

La proteina de fusién codificada por el ORF ITRG2, se estaria acumulando en el

citoplasma y posiblemente en la membrana plasmatica. Esto se determind al
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comparar los resultados obtenidos, con los reportados al registrar la ubicacién
subcelular de la proteina integral de membrana Mrh1p, fusionada a EGFP en
Saccharomyces cerevisiae (Bircham et al., 2011). Ademas como comparacion, el
patrén observado en las levaduras transformadas con el vector que posee el ORF
de ITRG2, es diferente al descrito en levaduras para las proteinas de mitocondrias
MsrB y de citoplasma MsrA, ambas involucradas en la regulacion del
funcionamiento mitocondrial, pero de ubicaciones distintas en la célula (Kaya et al.,
2010).

Debido a que en plantas se predijo que en los productos proteicos codificados por
los 3 ITRG se localizan en mitocondria, en futuros analisis convendria realizar una
colocalizacién con un marcador de mitocondria como MitoRed que se acumula
selectivamente en la membrana de la mitocondria con respiracion activa, en una
manera dependiente de potencial , incluso pudiendo separar las células que
presentan una respiracion celular de las que no (Kaya y col., 2010). De esta forma,

poder descartar definitivamente que se trate de una localizacion en mitocondria.

4.3. Evaluacion de la tolerancia de levaduras S. cerevisiae transformadas con
las construcciones realizadas que poseen los ORF de ITRG1, ITRG2 y ITRG3.

Los experimentos realizados en esta fase de la investigacion, tienen por objetivo
determinar si existe una variacion en el crecimiento de levaduras transformadas con
las distintas construcciones que poseen los ITRG, en comparacion con las
levaduras transformadas con los vectores de expresién sin insertos. El disefo
experimental, busca dilucidar si la transformacién de los ORF de los distintos ITRG
en levaduras Saccharomyces cerevisiae, produce tolerancia a distintos cationes

metalicos por separado en solucién. Otra opcion valida posible, es que los genes no
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causen efecto alguno, encontrando fenotipos similares a los controles o lo contrario
a la primera alternativa, es decir que la transformacion de estos genes de
Arabidopsis provoque una sensibilidad en las levaduras frente a los distintos
cationes metalicos. Con estos resultados entonces, se pudo determinar si la
transformacion de los genes produce un efecto particular, metal especifico 0 mas

bien global, de amplio espectro.

Segun los resultados obtenidos, se observé que dependiendo de los tipos de
construcciones los niveles de tolerancia para las levaduras transformadas eran

diferentes por cada ORF de ITRG, lo cual se detalla a continuacién.

Se debe contemplar que para realizar estos experimentos, se emple6 un método de
estrés en concentraciones determinadas, modificando espontaneamente una
concentracion minima o traza de los metales en el medio a una alta concentracion.
Es decir, las levaduras no sufrieron algin periodo de aclimatacion o estrés gradual,
el cual podria contribuir a una mejor respuesta del cultivo. A un acostumbramiento
paulatino al metal expuesto, en este caso se mide entonces, una respuesta

inmediata al estrés.

Segun los resultados de tolerancia en los distintos sistemas utilizados para expresar
el ORF del gen ITRGH1, se trataria de un gen que en condiciones inducibles de
expresion es capaz de generar tolerancia a un amplio espectro de metales.
Observandose diferencias significativas para varios metales (Sodio, Zinc, Cobalto y
Cadmio) con respecto a los controles, alcanzando a observar diferencias de hasta
cuatro veces en comparacion con el crecimiento registrado por aquellas levaduras
transformadas con el vector sin inserto. Sin embargo, al ser comandado por un
promotor constitutivo, se invierte el efecto casi completamente para las levaduras

transformadas con la construccion pAG426GPD-ITRG1-HA, haciéndose mas
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sensibles a los metales. Con la construccién que posee un promotor constitutivo y
una proteina de fusién con EGFP, se ve un efecto intermedio, gradual de acuerdo a
las concentraciones, logrando tolerar levemente bajas concentraciones de algunos
de los metales como cobalto, cobre y cadmio. Por lo tanto, la proteina codificada
por el ORF ITRG1 expresada de manera inducible, de manera gradual, en vez de

una expresion continua, logra hacer a las levaduras mas tolerantes.

En las transformaciones realizadas con pYES-ITRG2, se pudo distinguir que en
tratamientos realizados con Na’, Zn** y Cd** las levaduras son mas tolerantes que
los controles para practicamente todas las concentraciones evaluadas, mientras
que para las incubaciones hechas con Co® y Cu®, las curvas de crecimiento sélo
muestran diferencias para las concentraciones menores de cada metal, en tanto
para las otras concentraciones no permiten determinar un comportamiento
diferencial, comportandose de manera similar a los controles. En las levaduras
transformadas con pAG426GPD-ITRG2-GFP, se observo que en incubaciones con
Na*, Co*, Zn* y Cu®** crecen menos que las levaduras transformadas con el vector
sin inserto. Mientras que singularmente, los experimentos realizados con Cd**, se
observa un comportamiento dual en el tiempo, es decir, hasta las 12 h de
incubacién con este metal, las levaduras que poseen la construccion pAG426GPD-
ITRG2-GFP registran un crecimiento mayor que las transformadas con el vector sin
inserto, luego de esto, se invierten las curvas, describiendo mayor sensibilidad que

el control a Cd**.

Los resultados observados para las transformaciones realizadas con ITRG2, en los
dos sistemas utilizados, indican que este gen podria otorgar resistencia en una
forma mas acotada que el gen ITRG1, sélo proporcionando tolerancia frente a

cationes de Sodio, Zinc y Cadmio.
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Al analizar el crecimiento de las levaduras transformadas con pYES-ITRG3, se
observo que son mas tolerantes en general que las controles en tratamientos con
Na*, Zn**, Cu®* y Cd*'. Mostrando un comportamiento similar para Sodio y Cobre.
Mientras que las levaduras transformadas con la construccion pAG426GPD-
ITRG3-HA muestran una mayor tolerancia que las levaduras controles, al ser
sometidas a tratamientos con Na*, Co?*, Cu®* en las concentraciones menores,
contrario al crecimiento registrado para los tratamientos con cadmio, donde las
levaduras que poseen el ORF para ITRG3 fusionado al epitope HA se muestran

mas sensibles que las levaduras transformadas con el vector sin inserto.

Los resultados obtenidos para las levaduras transformadas con pAG426GPD-
ITRG3-GFP, indican que son mas sensibles con respecto a las levaduras control

para Na*, Co®, Zn** y Cu®.

En tanto, de modo semejante a lo que ocurre con las levaduras transformadas con
la construccion pAG426GPD-ITRG2-GFP, en los resultados obtenidos para las
levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG3-GFP en los tratamientos de Cd**,
también se percibe un comportamiento dual en el tiempo, hasta las 12 h de
incubacién con el metal, observandose un crecimiento mayor que en las levaduras
transformadas con el vector sin inserto. Invirtiéndose las curvas posteriormente,
describiendo mayor sensibilidad que el control a cadmio. De acuerdo a los
resultados obtenidos para las distintas transformaciones realizadas con el ORF de
ITRGS3, esta transformacion seria capaz de inducir una tolerancia selectiva sélo a 3

cationes, como lo son el Sodio, Zinc y Cobre.

En Saccharomyces cereviciae se ha demostrado que un transgen puede producir
baja en el ritmo de crecimiento, cambios en el rendimiento de biomasa y cambios

en la capacidad respiratoria. Donde los efectos son asociados con la toxicidad de
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las proteinas, la dilucion de las proteinas (efecto de aglomeracién dentro de la
célula), el efecto del mismo DNA durante la replicacién y finaimente asignacion de
recursos celulares para la replicacion(Contador et al., 2011). Este tipo de efectos
pueden ser los causantes de los comportamientos observados cuando se
emplearon promotores de expresion constitutiva, por ende las levaduras que

poseen los ITRGs se observan mas sensibles que las controles

En otras levaduras como Pichia pastoris, el aumentar el nimero de genes foraneos
puede causar en algunas oportunidades influencias negativas en la fisiologia
normal de las ceélulas transformantes. Especificamente en la caso de la expresion
de proteinas secretorias que incluyen una capacidad reducida del consumo de
etanol y un rango de crecimientos especifico. También una baja en la viabilidad
celular, aumento de la inestabilidad del gen foraneo integrado o disminucion de la
habilidad secretoria. Por lo tanto, los beneficios de aumentar el dosaje génico
puede producir unas condicién fisiologica-celular deteriorada como resultado de la
sobreexpresiéon de proteinas, lo que es generalmente conocido como “burden

effect” o efecto de carga (Zhu et al., 2011).

Esto también ocurre en células animales (Kwon et al., 2011), al ser las levaduras
eucariontes, puede ocurrir un efecto similar. Por lo tanto de emplearse estos genes
en algun proceso productivo, se deberia analizar el uso de distintos promotores a

los utilizados experimentalmente en esta investigacion.

Otra posible causa hace relacién con la funcién de la proteina que se esté
acumulando, la ubicacion subcelular de las proteinas acumuladas seria

citoplasmatica(ITRG1 y ITRG3) o en la membrana (ITRG2), por lo tanto un
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desequilibrio constante en la célula, inducido por su funcién podria afectar

negativamente el crecimiento y reproduccion de ella.

La funcion misma que podrian estar desarrollando las proteinas codificadas por los
ITRG en levadura no esta determinada, sin embargo, somos capaces de observar
qgue les permite ser mas tolerantes a las concentraciones de los metales utilizados.
Debido a que los tres genes poseen anotaciones relacionados con bioenergética
celular hace relacién con que, al expresarse bajo el dominio de un promotor
constitutivo se haya demostrado que produce cambios en la capacidad respiratoria
de las células. Mientras que si existe un aumento controlado y leve de los
transcritos relacionados con respiracion celular, seguramente permiten una mejora
en los procesos bioenergéticos, o0 que podria ser responsable del aumento de la

tolerancia de las levaduras al utilizar las construcciones realizadas con pYES.

Los ORFs ITRG1, ITRG2 y ITRG3 poseen gran potencial para ser utilizados como
herramientas moleculares para inducir tolerancia frente a estrés salino,lo cual
demostré su capacidad para tolerar ciertas concentraciones de metales. Sin
embargo, segun los experimentos realizados, esto ocurre sélo bajo un promotor
inducible, lo cual es mas cercano a lo que normalmente ocurriria frente a un estrés.
Los mejores candidatos de los tres genes estudiados, son el ITRG1 y el ITRG3,
debido a que son capaces de inducir tolerancia a un rango mayor de metales, lo
que puede ser de gran utilidad en donde haya una presencia de multiples cationes
metdlicos. Para complementar esta investigacion, seria de gran utilidad realizar
estudios de mutagénesis sitio-dirigidas en los genes, como una estrategia para
aumentar el rango de tolerancia que pueden otorgar a los organismos en que es
transformada. Otra estrategia interesante para realizar en el futuro, es efectuar la

clonacién de los 3 genes en un mismo plasmidio, con las respectivas secuencias
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promotoras y determinar si es posible observar efectos sinérgicos en los efectos de

los tres ORF transformados en levaduras o en otros organismos de interes.
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CONCLUSIONES

Utilizando la red de coexpresion génica desarrollada por el Dr. Alexander Vergara,
donde se empledé como etiqueta molecular de propagacion transporte idnico, se
obtuvo una lista de doce genes con alta probabilidad de estar involucrados en
transporte idnico, los ITRG. De estos doce genes, se seleccionaron tres genes, de
acuerdo a estudios bibliograficos. Estos tres genes poseen como caracteristica
comun una anotacion en el GO relacionada con respiracién celular, lo cual podria
estar relacionado con el transporte idnico.

Se realizaron las construcciones moleculares que permiten la expresion de los tres
ITRG seleccionados en levaduras. Se transformaron en S. cerevisiae. Se realizaron
diferentes tipos de construcciones para evaluar la expresion de los genes en
diferentes contextos genéticos. Se logré comprobar la expresion de ITRG2, bajo el
promotor inducible por galactosa, mediante western blot. Ademas de evidenciar la
acumulacién de los productos protéicos de los tres ITRG fusionados con EGFP
mediante microscopia confocal.

Se determind la tolerancia de levaduras transformadas con las diferentes
construcciones realizadas, frente a NaCl, ZNCl,, CdCl,, CuSO, y CoSO, en
diferentes concentraciones.

Se determind que la expresion de los ITRG comandada por el promotor inducible
por galactosa en levaduras provoca, en general mas tolerancia a los metales
evaluados. Siendo ITRG1 y 3 los que presentan mayores diferencias significativas
en el crecimiento de las levaduras frente al control, en la mayoria de los metales.
Sin embargo ITRG2, empleando el mismo promotor igualmente presenta aumento

de tolerancia. Por lo tanto, seria probable y recomendable el uso de estos tres
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genes bajo un promotor inducible para producir tolerancia, al menos frente a los
metales evaluados.

Las dos construcciones obtenidas con la etiqueta HA — ORF de ITGR1 y 3- inducen
sensibilidad en las levaduras transformadas frente a los metales evaluados.

La transformacién de levaduras con la construccion pAG426GPD-ITRG1-
GFPinduce una mayor tolerancia que las levaduras controles sélo en las
concentraciones mas bajas de los metales evaluados, mientras que para las mas
altas, se hacen mas sensibles. Mientras que las construcciones realizadas con
ITRG 2 y ITRG 3, comandadas bajo el promotor 426GPD vy fusionadas con EGFP
inducen sensibilidad a las levaduras para Na*, Zn**, Co** y Cu®*.

Con los resultados expuestos se demuestra que los tres ITRGs evaluados tendrian
funciones relacionadas con la homeostasis iénica, por ende, con el transporte
ibnico. Dependiendo del promotor utilizado para la expresién de los ITRG son los

distintos niveles de tolerancia/sensibilidad otorgada a las levaduras transformadas.
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