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HESUMEN

La homeostasis iónica es de gran importanc¡a para mantener la integridad celular.
Esta comprende el transporte y regulac¡ón de concentraclones re¡ativas 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 raíces están en permanente contacto con d¡stintos metales en el suelo, las

plantas resultan una fuente interesante en la búsqueda de nuevos genes

involucrados en transporte iónico- La alternat¡va más atract¡va en este ámb¡to es
Arabidopsis thaliana, debido a que se han desanollado múltiples herramientas para

analizar los datos disponible de esta planta. Entre las disciplina con mayor

desarrollo está la genóm¡ca y el análisis de microarreglos.

Se realizó una búsqueda y selección de genes mediante coexpresión que se basa

en el anális¡s de la expresión de los distintos genes de Arabidopsis frente a
diferentes estímulos o condiciones utilizando los datos públicos de microarreglos

disponibles de esta planta. Esta estrateg¡a perm¡te aumentar el conocimiento
ex¡stente sobre genes implicados en la homeostasis iónica 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 iónico, de los cuales se

seleccionaron tres, estos poseen como una anotación en el GO correspondiente a

fotonespiración, lo cual podría estar relacionado con el transporte iónico.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los genes candidatos de Arabidopsis

thaliana para estar involucrados en transporte iónico, estos se clonaron y
transformaron en Saccharomyces Cerevisiae, donde se evaluó su capacidad para

modificar la tolerancia a estrés salino. Se realizaron tres t¡pos de construcciones
para evaluar la expresión de los genes en diferentes contextos genéticos,

incluyendo diferentes promotores y et¡quetas moleculares. Las levaduras

transformantes fueron co-incubadas con diferentes concenlrac¡ones de NaCl,

ZNClr, CdClr, CuSOa y CoSO¿, midiéndose el crecimiento en el t¡empo como
parámetro para expresar la tolerancia o sensibilidad. Se observó 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 c¡nco veces con respecto al

crecimienlo de las levaduras controles. Las levaduras transformadas con

construcciones de promotor de expresión permanente, muestran en su mayoría
sensibilidad frente a los metales evaluados, en comparación con las levaduras
controles. Sin embargo, en algunos casos, se observa una toleranc¡a frente a las

concentraciones menores de los distintos metales.

Se demostró que los tres ITRGs evaluados estarían implicados en funciones
relacionadas con el transporte iónico, debido que son capaces se modificar la
tolerancia/sens¡bilidad otorgada a las levaduras transformadas.



ABSTRACT

lon homeostasis is very importance in maintaining cell integrity. This includes the
transport and regulation of relative concentrat¡ons of essential ions. Plants are
sessile organisms and therefore have great capacity to adapt to environmental
changes and tolerale 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 ¡n ion transport. The most attractive alternative in this area is
Arabidopsis thaliana, because many tools have been developed 1o analyze the data
available f rom th¡s plant. Among the more developed discipline is genomics and
microarray analysis.
A genes search and co-expression selection was made, based on the express¡on
analysis of Arabidopsis's genome againsl different stimuli or conditions using
m¡croarray public data available from this plant. This sfategy allows increasing
existing knowledge about genes involved in ion homeostasis and res¡stance 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.
ln order to evaluate lhe Arabidopsis thaliana's candidate genes ability to be involved
in ion transport, these were cloned and transformed inlo 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-¡ncubated with different concentrations of NaCl, ZnCl2, CdCl2, CuSO¿ and
CoSOa, measuring growth over time as a parameter to express the tolerance or
sensitivity. lt was observed that yeast transformed with the constructs that have the
ITRGS commanded by an inducible promoter show grealer tolerance to many of the
metals tested, detecting differences of up to four to five times compared to confols
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 / sens¡tiv¡ty
to yeast transformed.



INTRODUCCIÓN

1 ..1 Homeostásis ¡ón¡ca

Para todos los organismos vivos la homeostasis iónica es de gran importanc¡a para

mantener la integridad celular. Esta comprende el transporte y regulación de

concentraciones relal¡vas de ¡ones esenciales, tales como Sod¡o (Na-), Magnesio

(Mg'z-), Potasio (K-), Calc¡o (Ca2*) o H¡erro (Fe,-,*)( Mahajan y cot. 2008;Sun y cot.

2009; Dodd y col. 2010; Kobayashi y col. 20i0; Jomova y Valko 201 1). Es

¡mportante la conservación de las concentraciones de estos iones, ya que si bien

son elementos v¡tales, en elevadas cantidades pueden ser altamente tóxicos

(Jomova y Valko 201 'l). Algunos de estos elementos poseen roles esenciales en

muchos procesos celulares. Por ejemplo calcio participa como segundo mensajero

y es activador de múlt¡ples procesos metaból¡cos en células eucariontes(Dodd y col.

2010).Otro ejemplo, son los iones, tales como el hieno y el cobre, part¡c¡pantes en

la defensa frente a espec¡es reactivas de oxígeno, formando parte los grupos

prostéticos de las proteínas que catalizan las reacciones redox(Kourie 199g; De

Freitas et a|.2003). También están ¡nvolucrados en sitios activos coordinantes de

moléculas biológicas de gran importancia, como es el caso de Fe.2 en la

hemoglobina (Zimbler et al., 2009; Jomova and Valko, 201 1)o el Mg*2 en la clorofita

(Masuda, 2008). Es dec¡r, siendo fundamentales para procesos como la captación

de Oz en la respiración pulmonar de mamíferos o la captación lumínica en plantas,

respect¡vamente. Además de participar como cofactor en variados procesos



enzimáticos, sitios activos, etc. En general, la característica química más ¡mportante

de los metales participantes en los múltiples procesos descritos, es que son

metales de transición, por lo que poseen la habilidad de donar y aceptar fácilmente

electrones (De Freitas et al., 2003). Por otro lado, iones metálicos no v¡talesson

aquellos que están en relación con los organismos, ex¡ste 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 están el Litio (Li), Arsénico (As), Plata (Ag), Cadmio (Cd), Cobalto (Co),

Mercurio (Hg) y Plomo (Pb) que están presentes en el medio ambiente son

movilizados, almacenados, modificados o removidos en algunos organismos

mediante mecanismos de tolerancia y detoxificación (Silver y Phung, 2005).

1 .2 Estrés abiótico

Se estima que el estrés abiótico es la mayor causa de pérdida de cultivos a n¡vel

mundial, reduciendo los rendimientos para la mayoría de las plantas de cultivo en

más del 50'/"( Z. Wang y B. Huang 1982; Zhu 2001: W. Wang y col. 2003; Tuteja

2010). Para las plantas, se cons¡dera estrés abiól¡co, la escasez de agua, la alta

salinidad, los metales pesados, las temperaturas extremas, la anaerob¡osis,

agentes químicos tóxicos o en concentraciones nocivas. Todos estos estreses

poseen un efecto primario particular y además como efecto secundario,

desencadenan estrés ox¡dativo (Sun y col., 2009). Cerca del zoy" de las tierras

cultivadas en el mundo y casi la m¡tad de las tierras de regadío son afectadas por

alta salinidad, causando en ellas un desequilibrio iónico y un estrés hiper-osmótico

(Zhu 2001; Abogadallah y col. 201 1 ; Huang y col. 201 1).

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

reducción de la biomasa, clorosis en las hojas, ¡nhibición del crec¡miento radicular,



además de alteraciones morfológicas. Dependiendo de la dosis y biodisponibilidad

los metales pueden incluso causar muerte en las plantas. Altas concentraciones de

metales como el cadmio son fuertes ¡nh¡b¡dores enzimáticos, degeneran las

mitocondrias, producen aberraciones en mitosis desencadenando una inhibición de

la proliferación celular y la división en los mer¡stemas. También causa daños en el

aparato fotosintético, ¡nduce la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS)

en los teiidos fotos¡ntéticamente activos, etc (Lin y Aarts, 2012).

Cobalto por otro lado, inhibe Ia formación de clorofila b, produce cambios

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

1 .3 Plantas v sus adaotaciones

Es ampliamente reconocida la capac¡dad 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.200'l;Munns

2002). Las planlas son organismos sés¡les, por lo tanto deben desarrollar

adaptaciones morfológicas, fisiológicas y moleculares para soportar las condiciones

estresantes que les ¡mpone el medio en que viven. Cuando estas cond¡ciones

sobrepasan el límite de adaptación del organismo se desencadena el estrés.

Debido a esta ventaia de las plantas, con el objetivo de mejorar el conocimiento

global que se tiene del fenómeno y tamb¡én la posible utilidad de los mecanismos

moleculares en diversos procesos productivos, resulta interesante buscar y

selecc¡onar genes de plantas implicados en el metabolismo ¡ón¡co.

3



El consorcio The Gene OntotogyConsortium, tiene comopropós¡to unificar bajo un

mismo lenguaje de término jerárquicos, todas las características conocidas de los

genes eucarióticos. Los datos se almacenan en la base de datos Gene Ontology

(Go, The Gene Ontology Consortium, 2000) mediante tres categorias, " FunciÓn

Moleculaf, "Proceso Biológ¡co" y "Componente celulal'. La "Función Molecular" se

define como la actividad bioquímica que realiza el producto génico codificado por

d¡cho gen (Ej: enzima, transportador, ligando). " Proceso Biológico'se ref¡ere al a

función biológica en el cual el producto génico contribuye (Ej: transducción de

señales, traducción, transcr¡pción, fotosíntesis, fotorresp¡rac¡ón). En tanto,

"Componente Celulaf'hace referenc¡a a lugar de la célula donde el producto génico

es activo (Ej: mitocondr¡a, cloroplasto, citoplasma).

En Arabidopsis thaliana, del total de genes secuenciados, sólo se conoce la función

molecular del 57y" de ellos. Quedando el 38% de los genes sin función molecular

asignada que corresponde a más de 10.000 genes. Situación similar ocurre con los

procesos biológicos 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 función desconocida es enorme y por Io

tanto la potencialidad de encontrar nuevo genes relac¡onados al proceso de

metabolismo de ¡ones es alta.

4



Función Molecular Proceso Biológico Componente Celular

Desconocidos Nocurados ff Conocidos

Figura 1 : Anotación del genoma de Arubidops¡s thaliana. Los gráficos de tona indican la
porción del genoma de Arab¡dopsis thaliana que corresponde a genes de función conocida
(anotados), desconocida (no anotados) y no curados para los 3 términos GO (Función
Molecular, Proceso B¡ológico y Componente Celular) con los cuales se describen
jerárquicamente los genes según lhe Gene Ontologyconsoftium (GO, The Gene Ontology
Consortium, 2000). F¡gura modificada de Genome snapshot (vwvw.arabidopsis.org),
actualizados a Nov¡embre de 201 0.

Un modelo ¡nteresante a estud¡ar en el metabol¡smo ¡ónico, son las plantas

halófitas Manglares (Avicennia off¡c¡nalis, Bruguieracy l¡ndrica, Ceriopsde candra,

Rhizophora apiculata, etc), plantas que naturalmente se s¡túan en zonas costeras

con directo contacto de agua marina. Se ha demostrado que estas plantas poseen

concentrac¡ones similares a las indicadas como tóxicas para d¡st¡ntos organismos

(Agoramoorthy y co¡- 2008). Estas plantas pueden b¡oacumular cat¡ones metá¡¡cos

tales como Zn'z, Cu'z y Cd*2. Sin embargo, el conoc¡miento de su genoma es

mínimo y se hace d¡f¡cultosa la posibilidad de trabajar con estas especies, debido a

las condiciones en las que naturalmente crecen y se desarrollan. En las plantas

halófilas, mayoritar¡amente se han estudiado enzimas que le conf¡eren res¡stencla

contra el estrés oxidativo como la cobre/zinc SOD (J¡thesh et al., 2006; Prashanth et

al., 2008).Al contrario, Arabidopsis thal¡ana (lípica planta glicóf¡ta), posee su

genoma secuenc¡ado y ex¡ste ampl¡a información disponible de este. A pesar de

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

indirectas, relac¡onadas con genes de plantas de tomate silvestres que est¡mulan el



crecimiento en tomates de cultivares de mayor tamaño sug¡eren que esta planta

tendría muchos, si es que no todos los genes de tolerancia que se pueden

encontrar en las plantas halófitas (Zhu 2000).

.1 .4 Búsoueda de nuevos oenes relacionados con el metabolismo iónico

El encontrar genes relacionados con el metabol¡smo iónico tiene varios objetivos. El

que parece más ¡mportante es generar cult¡vos vegetales más res¡stentes 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

res¡stir altas concentrac¡ones de sales y metales, y además capaces de removerlos,

con la finalidad de biorremediar lugares contaminados (lvanova et al., 201 1).

Generalmente estos daños se producen en lugares cercanos a minas de

extracc¡ones de metales, o cercanos a ¡ndustr¡as que desechan sustancias sin el

tratam¡ento adecuado. Además está la posibil¡dad de generar nuevos organismos

que en vez de ser más tolerantes, sean más sensibles al estrés salino. De esta

forma poder ser empleados como biosensores (de Champdoréy col.2007; Barriuso

y co|.2008; Lingrui Zhang y Xing 2008). Es de interés mundial el desarrollo de

mecanismos que permitan obtener organismos tolerantes a estrés salino. En esta

línea, existen investigaciones donde se ha ten¡do éx¡to con plantas, levaduras y

bacterias. Por eiemplo, en el 2007 se reportó la sobreexpresión de la enzima málica

dependiente de NADP (EC 1 .1 .1 .40) de Oryza sativa, la cual le conf iere tolerancia

al estrés salino y osmótico a Arabidopsis thaliana (Liu y col. 2007). En lndia,

recientemente aumentó la tolerancia al estrés sal¡no transformando plantas de

Nicotiana tabacum con un gen que codifica para una helicasa de arveja (Prbum

sativa\ (fuleja, 2010). En los últimos t¡empos, estudios de metagenómica también
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han tenido como objetivo el descubrim¡ento de genes ¡mpl¡cados en la homeostasis

iónica. La investigación de Kapardar y col, en el 2010, realizándose genotécas

desde muestras colectadas desde agua estancada, encontró dos genes (putative

general stress protein (GspM)y putativeenoyl-CoAhydratase (EchM)), los cuales son

capaces de aumentar var¡as veces la toleranc¡a a NaCl de cepas transformantes de

Escherichiacoli (Kapardar y col. 201 0).En el 2010, el grupo de Yang y col. publicó

un estudio realizado con el gen que codifica para una proteína parecida a

metalotioneina (metallothioneinlike), de Thamarix híspida. Este gen f ue

transformado en Saccharomyces cerevisiae, confiriéndole res¡stencia a d¡st¡ntos

metales, tales como Na., cd2*, zn2', cu2*(J. Yang y col. 2010).

Desde el año 2000, con el genoma de Arabidopsis thal¡ana secuenciado nac¡eron

múltiples líneas de ¡nvestigación que tienen como finalidad el análisis e

interpretación de esta gran cantidad de ¡nformación. Se han creado bases de datos

y herramientas que permiten su estudio, tales como

"TheArabidopsislnformat¡onResource" (TAIR¡ (Rhee y cols., 2003; Swarbreck y

co|s.,2008), donde están a libre disposición para la comunidad científica, todos los

datos recabados de los genes de Arabidopsis. Se pueden encontrar las secuencias,

sus respectivas secuencias CDS, mRNA, secuencias prote¡cas, las anotaciones

(GO) de cada gen obtenidas hasta la fecha, la disponibil¡dad de mutantes, etc.

Además, para Arabidopsis thaliana ex¡sten bases de datos de expresión génica

públicas como el " NottinghamAraóldopsls Stock Centre" (NASC) (Craigon et al.,

2004), donde se pueden obtener y analizar muchos experimentos de microarreglos

realizados por distintos grupos de investigación, tales como análisis de expresión

de todos los genes de Arabidópsis sometidas a estrés térmico, hídrico, salino,

osmótico, etc.
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El análisis global de datos de microarreglos de DNA y de datos de co-expresión, ha

sido ampliamente utilizado en los últimos años como una forma para proponer una

función a los genes de función desconocida y de plantear hipótes¡s que puedan ser

validadas experimentalmente (Mochiday col. 20.1 
.l). Los análisis de expresión a

gran escala en distinlos organismos modelo, han mostrado que los genes que

partic¡pan en un mismo proceso b¡ológ¡co tienden a presentar patrones de

expresión muy similares frente a un determinado estímulo o condición de

crec¡m¡ento (Will¡ams y Bowles 2004a). En múltiples investigaciones, realizadas en

var¡os tipos de organismos, se ha encontrado que genes ¡mplicados en el mismo

proceso celular, se expresan conjuntamente en humanos, Drosophila, levaduras,

Caenorhabdit¡s elegansy en Arabidopsis thaliana (Cohen y col. 2000; Lercher y col.

2002; Spellman y Rubin 2002; Lercher y col. 2003; Williams y Bowles 2004b; Ren y

col. 2005;Aoki y col- 2007), este hecho es la base de la co-expres¡ón. Con este tipo

de análisis y su val¡dac¡ón experimental posterior, es posible anotar funcionalmente

a los genes codificantes para proteínas. Una de las grandes fortalezas de esta

metodología frente a las tradicionales, como son emplear genes que previamente

se hayan asociado y descr¡to como implicados en el transporte iónico, es que

permite otorgarle a un gen s¡n anotación previa, o encontrar nuevas anotaciones,

respecto a las funciones moleculares o los procesos biológicos, en que su producto

proteico está involucrado, independientemente de la información que entrega su

secuencia (Quackenbush 2003; Berardini y col. 2O04;Obayashi et al. 2007;

Obayashi et al. 2008).

Se utilizaron los resultados entregados por una red de co-expresión génica de

Arabidopsis thal¡ana, disponible en el laboratorio. Esta red fue realizada por el Dr

Alexander Vergara en nuestro laboratorio utilizando datos de 1 .701 microarreglos

I



de alta calidad ATHl Affymetrixr' 22K, correspondientes a datos recopilados de

d¡stintos tratamientos realizados a plantas de Arabidopsis. La red resultante posee

5.293 nodos correspondientes a los genes y 18.853 segmentos de unión que

correspondían a los genes que tienen un coeficiente de correlación 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 sometió a un análisis de enr¡quecimiento h¡pergeométr¡co. Luego de

esto, se realizó un análisis de vecindario, empleando la representación de la

etiqueta molecular lon Transport (GO: 000681 1) con p-values <0.05 y se buscó

genes "nuevos" en nuestra red con esta et¡queta molecular. Con distintos niveles de

corte (CUT-OFF) correspondientes al coeficiente de correlación 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 > 0.7, la red propone 23 genes. Mientras que con un CUT-OFF > 0.8, se tienen

12 genes que lienen la alta probabilidad de estar implicados en el Íansporle de

iones, según la red construida. Estos 12 genes tienen ¡gual pos¡bi¡¡dad de estar

implicados en esta función molecular, por lo tanto, es el punto de part¡da de una

línea de investigación que los estudie.

o
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Flgura 2: Anál¡sis de coexpresión de vecindario. Esquema ¡lustrativo del pr¡ncip¡o
empleado para el análisis de vecindario en la red de coexpresión. Cada cÍrculo corresponde
a un nodo y las uniones entre ellos indican que genes en ¡os correspond¡entes nodos se
coexpresan- Por ejemplo, los círculos azules representan aquellos nodos que poseen la
etiqueta molecular lon Transpoñ (GO:000681 1), estos estarían propagando la anotación al
cÍrculo blanco, conectado por varios azules, en la parte inlerior derecha del esquema.

En base al análisis de co-expres¡ón realizado en Arabidopsis thaliana en el

laboratorio contamos una l¡sta de 12 genes que t¡enen una alta probabilidad de

estar involucrados en homeostas¡s iónica. S¡n embargo, la co-expresión no indica

necesariamente una relación funcional directa entre grupos de genes, pero si da

¡ndic¡os de que los genes pueden estar implicados en un mismo proceso (Lercher y

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

'I .5.- Modelo de estudio: Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae son m¡croorgan¡smos ampliamente utilizados (Arsenault

y col.2008; Tehseen y col.2010). Esto se debe a que t¡enen un genoma haploide

de 16 cromosomas, poseen una rápida reproducción, permitiendo una fácil

manipulación génica y la existenc¡a de herram¡entas moleculares d¡sponibles que

pos¡b¡l¡tan un maneio exper¡mental ef¡ciente.
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Las levaduras, a diferencia de las bacterias, poseen la ventaja de ser organismos

eucar¡ontes por lo que muchos de los mecanismos celulares y moleculares son

conservados con plantas.

Oueremos determinar qué ocurr¡ría en levaduras respecto a la tolerancia frente a

metales, al expresar genes de A. thal¡ana que se han pred¡cho, están relacionados

con transporte iónico. Lo que nos interesa, es obtener un cambio en el fenotipo de

las levaduras silvestres, generalmente estos cambios de fenotipo están asoc¡ados a

la expres¡ón de proteínas y estas pueden tener modificaciones post-traduccionales,

Saccharomyces cerevisiae nos resulta mucho más conveniente para este obletivo

(Arsenault y col.2008; Rea y col.2010). Además de ser un muy buen modelo,

representa una oportunidad muy conven¡ente, deb¡do a que esta levadura se

emplea en múltiples procesos productivos. Por lo tanto el lograr obtener una

levadura con características particulares, con un metabolismo iónico modif icado,

ofrece prometedoras posibilidades de conocimiento y descr¡pción de nuevos genes

asociados al transporte iónico y futuras aplicaciones en diversas áreas.

Debido a lo expuesto anteriormente, una buena alternativa para encontrar genes

candidatos para otorgar toleranc¡a frente al estrés salino -inducido por la alta

presencia de cationes a las levaduras- es mediante co-expresión. Permitiendo

encontrar genes nuevos, dentro de aquellos genes que están poco caracterizados a

nivel funcional.

Abordándose de esta forma, la solución al problema de enconlrar genes que

puedan entregar toleranc¡a a cat¡ones en las levaduras y con la venta.ia de otorgar

nuevas anotaciones f uncionales para genes implicados en homeostasis iónica.
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En este proyecto planteamos como primer objetivo, anal¡zar y caracterizar la lista

de 12 genes altamente relacionados con transporte iónico, en mayor profundidad,

utilizando distintos criterios b¡oinformáticos que nos permitirán seleccionar entre

éstos, aquellos genes más interesantes y con mayor probabilidad efectivamente

estar involucrados en el metabolismo iónico.

Posteriormente se realizarán las estrategias moleculares para lograr la clonación y

expresión de los genes seleccionados en Saccharomyces cerevisiae. Finalmente,

se planea someter a las levaduras transformadas a condiciones estresantes de

cat¡ones metálicos con el objetivo de determinar el posible efecto en la tolerancia de

la transformación de los genes de Arabidopsis thaliana en las levaduras.
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HIPÓTESIS

Productos proteicos de genes de Arabidopsis thaliana idenlificados por coexpres¡ón

génica y contagiados por el GO transporte iónico, aumenlan la to¡eranc¡a al estrés

iónico de levaduras Saccharomyces cerevis¡ae.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de productos génicos de genes candidatos de la red de
coexpresión de A. thaliana para aumentar la tolerancia a estrés ¡ónico de
S acch aro my ce s ce rev is i ae

Ob¡et¡vos específ ¡cos

1 .- Seleccionar genes de A.thaliana de la red de coexpresión relac¡onados a
transporte iónico utilizando bibliograf ía, herramientas bioinformáticas y anál¡s¡s de
datos de microarreglos.
2.- Generar cepas des. cerevisiae que expresen los genes seleccionados de A.

thaliana relacionados a lransporte iónico.

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

estrés iónico.
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MATERIALES Y MÉTODOS

2.lAnálisis b¡o¡nformát¡co y análisis bibl¡ográfico

Se realizó una búsqueda bioinformática de la base de datos The Arabidopsis

lnformation Resource (TAIR), publicada en la página web www.arabidopsis.com. En

d¡cha base de datos se buscaron las descripciones y características de los genes

seleccionados (ITRG: lon Transport Belated Gen).

Para selecc¡onar los genes a ser estudiados desde la lista disponible, se efectuó un

h¡stograma con los vec¡nos de los ITRG en esta red, donde se investigó los datos

correspond¡entes a las característ¡cas y abundancias de las d¡st¡ntas anotaciones

en la base de datos "The GO consortium", publicada en la página web

www.geneontology.com(Gene y Consortium, 2000).

Con el objetivo de poseer la mayor cant¡dad de antecedentes posibles de los genes

estudiados, se realizó un análisis con var¡as herramientas b¡oinf ormát¡cas, que

permitieran realizar predicciones sobre localización subcelular y posibles

segmentos transmembrana utilizando distintos parámetros. Los programas

utilizados se muestran en la tabla 1, donde además se detallan los métodos y

parámetros que cada uno emplea para hacer las pred¡cciones
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Tabla 1 . Herramientas b¡oinformátlcas empleadas para realizar predlcc¡ones de
localización subcelular.k-NN: k Nearest Ne¡qhbor y PNN: Probab¡l¡stic Neural Network.

secuencia aminoacidica
motivos,

SvMtm Predicc¡ón de dominios iYuan et a1.,2004)
transmembrana

ESLpred Predicción med¡ante (Bhasin and Baghava,2004)
alineamientos am¡noacfdicos y
propiedades f isicoqu ímicas

Predicción de dom¡nios
transmembrana {evalúa la
formac¡ón de q-hél¡ces)

Plant-mPloc lñtegra datos del GO, dominios (Chou and She¡,2010)
luncionales, composición de
aminoácidos

Y-loc Busca señales de local¡zación (Br¡esemeister et al.. 2010)
subcelular o motivos relevantes
para la señalización de
proteínas.

Subcel¡Prot lJt¡l¡za algoritmos probabilíst¡cos httpr/www.bioinfo.de
(k-NN y PNN).

EpiLoc Local¡zac¡ón subcelular basado (Brady and Shatkay, 2008)
en análisis de secuenc¡as.

SherLoc2 Localización basada €n análisis (Brieseme¡ster et al., 2009)
de secuencia y perf¡les
filogenéticos.

2.1.1Anális¡s de perfiles de expresión de plantas sometidas a estrés salino y

estrés osmótico.

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

correspondientes a plantas de Arabidopsis somet¡das a estrés sal¡no y esfés

osmótico, 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 osmótico (Manitol

TMHMM
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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 (Osmot¡c stress). Para

ambos estreses se evaluaron los siguientes tiempos: 0; 0,5; 1 ; 3; 6; 12 y 24 h

(AtcenExpress Consortium.). Los tres grupos de experimentos corresponden a 84

chips ATH1 AffymefixrM donde se incluyen los d¡st¡ntos tiempos de exposición a los

distintos tratamientos (control, estrés osmótico y estrés salino), dos tipos de tejido

(parte aérea y raíz\ y una réplica técn¡ca en cada caso. Para poder realizar el

análisis de los datos, se ver¡f¡có la calidad de los microarreglos, para que los datos

fueran comparables entre sí. La normalización se realizó medianle el método de

Hobust Multichip Average o RMA (lrizarry, 2003).

Los datos obtenidos corresponden a dos réplicas exper¡mentales en cada caso. Los

valores de estas réplicas fueron promediadas, poster¡ormente, cada promedio

correspondiente a las expresiones génicas registradas en cada tratamientos fueron

normalizados punto a punto por su respectivo valor en los controles. MostrándoSe

los resultados med¡antes expresión relativa a través del t¡empo.
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2.2.1.1 Teiido Vegetal

Se sembraron semillas de plantas de Arabidopsis thaliana Columb¡a 0 (Col-o) en

lana de roca como soporte, nutrido mediante medio hidropónico concentración 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 22aC- Luego de 3

semanas desde la germinac¡ón de las semillas, fue colectado teiido de hojas de la

roseta y hojas caulinares. El tejido fue congelado y guardado a -80eC hasta ser

utilizado.

Tab¡a 2: Med¡o h¡dropón¡co de cultivo de plantas(100x): Esta solución se prepara
concentrada para luego ser d¡luida hasta una concentración de 1X para incubar las plantas
hidropón¡camente. Los reaclivos se agregaron secuencialmente en el orden ¡ndicado.
Prev¡amente, se debe disolver el reactivo 2 separadamente en agua destilada y se agrega
lentamente. Antes de añadir el reactivo 10, el volumen debe ser de 900 mL y se ¡leva el pH
a 5 con KOH 10 M, para obtener un pH f¡nal de 6 (Gibeaut, 1997).

1 Kl,lo¡ 125 mM

2 ca(NO¡)z.,lHzO 150 mM 35.430

-- Mgso..7Fo 75 mlvl 18.490

4 KH,PO- 50 mM

5 mN¡

5mM 0.310

7 MnSO¡ 1 mlvl 0.150

B ZnSO4.7H,O 200 !M 0.060

I EuSO; 150 pM

10 t¡arosSl '10 mM 1.22

11 FeIOTPA 10 mM

2,2.1.2 Cepas Bacterianas

Para realizar las amplificaciones de los diferentes constructos utilizados en este

trabajo, se emplearon las células Match 1 (lnvitrogen), las cuales son Escherichia

coll tratadas químicamente, para hacerlas competentes. Estas permiten una

eficiente lransformación, además de un crecimiento más rápido en comparación a

6 H¡BO¡
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otras células disponibles en el mercado para dicho proceso. Estas células se

almacenan a -80eC hasta ser utilizadas.

2.2.1.3 Levaduras

Se emplearon levaduras de la cepa Saccharomyces cerevisiae 8Y4743 cuyo

genotipo es

(MATalo hiss§l /h¡sAAl leu2\0/leu2 0LYsz/lys2\1met|5A0/MET15ura3\0/ura3\0).

2.2.2 Diseño y e¡ecución de construcciones moleculares y la posterior
evaluación en levaduras.

2.2.2.18x1racción, veriricación y cuantificac¡ón de RNA

Para Ia extracción de RNA se utilizó el kit lnvisorb@ Spin Planl RNA Mini Kit

(lnvitek), espec¡almente diseñado para la extracción de RNA en tejidos vegetales

ricos en azúcares y/o fenoles. Se molió el tejido vegetal, previamente congelado a -

80eC, utilizando n¡trógeno líquido para evitar la degradación de los ác¡dos nuclé¡cos.

Una vez eluído el RNA en agua l¡bre de nucleasas proporcionada por el kit, fue

almacenado a -80qC hasta su utilización. La calidad del RNA extraído se verificó a

través de dos métodos, mediante electroforesis en geles de agarosa en condiciones

denaturantes y por espectrof otometrÍa.

Para confeccionar el gel en condiciones denaturantes se modificó el protocolo de

Sambrook y Russell, 2001. Se preparó un gel 1,5% agarosa, 10o/" vlv de

MOPSI0X (MOPS 400mM, EDTA 10mM-pH8-, CH.COONa to0 mM), 0,037" v/v de

CHzO. 1 O%completándose el volumen con agua tratada con DEPC. Las muestras

se prepararon con 0,5 I ¡rg de RNA (1 uL ),1 uL de Bromuro de Etidio 25 Mm y 1 uL

de tampón de carga 3X (Winkleo. En el gel previamente enfriado se cargaron las

muestras, luego se corrió 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 cámara fotográfica incorporada (GeneGenius

Classic de SynGene@).

Las medic¡ones espectrofotométricas se realizaron con un equipo Nanodrop ND

1000 V3.3.Se evaluó la calidad del RNA, midiendo la absorbancia de las muestras a

longitudes de onda (A) de 230, 260 y 28O nm. El programa asoc¡ado a este

espectrofotómetro permite obtener las razones 260/280 y 2601230 que se emplean

para evaluar la pureza de las extracciones de RNA. Un valor de la relación 2601280

cercano a 2.0 indica extracc¡ones puras de RNA, valores más bajos que estos,

señalan la presencia de proteínas, fenoles u otros contam¡nantes que absorben a

280 nm. La relación 2601230 para muestras de RNA comúnmente están en el rango

de 1.8 y 2.2. Valores más bajos revelan la presencia de solventes orgánicos,

algunas sales y proteínas (Fleige and Pfaffl, 2006, Sambrook y Russell,2001). Se

util¡zaron muestras de RNA que se encontraban que mostraban un valor de 2 para

ambas razones.

Para eliminar posibles residuos de DNA genómico en las muestras de RNA

extraídas desde plantas silvestres prev¡amente, se realizó un tratamiento con Ia

enzima DNAsa I (Fermentas).Donde se tomaron en 7,5 pL (9Ong/ul) de RNA, 1pL

de enz¡ma (1 U de DNAsa l) y 1pL del tampón 10X de la DNAsa I conMgCI2

(Fermentas), además de 0,25 UL de inhib¡dor de RNAsas RibolockrM, (10U, de

Fermentas). La mezcla se incubó por 20 min a 37t. Posteriormente se inactiva la

DNAsa adicionando a cada tubo de reacción 1pL de EDTA2SmM incubando las

muesiras durante '15 min a 65eC.
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2.2.2.2 ftansctipc¡ón Beversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa (BT-
PCR).

Para llevar a cabo el RT-PCR se empleó el termociclador MycyclerrM (BlO-

RAD). En cada reacción se mezclaron 5,5 ¡lL del RNA tratado con DNAsas con 1UL

del partidor "oligo AP" (5' CGCCACGCGTCGACTAGTAGTTTTTTTTTTTTTTTTT

3'), esta mezcla fue puesta en el termociclador, incubándose por 5 min a 70t.

Luego en hielo por otros 5 min. Pasado este t¡empo, a cada tubo se le agregan los

demás reactivos que perm¡ten la reacción: 1¡lL de la enz¡ma transcriptasa reversa

RT-lmprom ll (Promega), 4 pL de amortiguador 5X de enzima RT (Promega), 5,2 ¡rL

de MgCl2 25 mM, l¡ll de dNTPs (preparados en agua previamente tratada con

DEPC) 1O mM y 0,5 ¡rL (2OU) de ¡nhibidor de RNAsas Ribolockru (Fermentas). Se

realizó el protocolo recomendado por Promega (indicado en la Tabla 3).

Tabla 3:Programa para realizar la transcripción reversa. En la tabla se indican los
segmentos del protocolo de la lranscripción reversa: primero se real¡za la inactivación de las
DNAsas (DNAsa l), poster¡ormente se aparean los oligos AP a los RNA mensajeros, luego
un tercer segmento de e)densión de la enz¡ma transcriptasa reversa (TB), terminando con Ia
¡nact¡vación de la enz¡ma, para obtener un producto puro para la amplificac¡ón med¡ante
PCR. Se señala la duración de cada uno de los pasos y las temperaturas a las cuales
fueron incubadas las muestras de RNA en el termociclador.

RT.PCR Segmentos Temperalura ( t)

lnactivación de DNAsas 5 min

5 min

70

4

1

2

Unión de los RNAS con el oligo AP 5 min

Extens¡ón 60 min

lnactivac¡ón de TB 15 min 70
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2.2.2,3 D¡seño de partidores.

Se dlseñaron partidores para los genes estudiados, contemplando la utilización de

la tecnología Gateway (INVITROGEN) para el clonamiento y poster¡or expresión de

proteínas de fusión. Los partidores se diseñaron tomando como molde las

secuencias CDS (CoDing Sequence) de genes de Arabidopsis thal¡ana,

depositadas en la base de datos www.tair.org. Los genes estudiados se

denom¡naron lon Transport Related Genes (ITBG) 1, 2 y 3. Los partidores

amplifican el marco de lectura abierto completo de cada gen. Debido a que se

desea construir proteínas de fusión, con et¡quetas en el extremo carboxilo terminal,

se diseñaron eliminando el codón de termino (TGA, TAA o TAG) del CDS. Este

codón se reemplaza por un codón que codifique para un aminoácido con una

cadena radical pequeña (glicina o serina) y no cargada, de tal forma de evitar

alteraciones en la conformac¡ón de la futura proteína de fusión. En la Tabla 4 se

muestran los partidores diseñados.

Tabla 4: Part¡dores. Se muestran los partidores diseñados para la amplificación de
los fragmentos de interés y su posterior clonación. ITRG: lon Transport Related
Gen, los seleccionados en este trabajo son lTRGl, ITRG2 e ITRG3.

ITBG 1

ITRG 2

ITBG 3

R s'TGA GAT GAA GTT ACG G
F s'AAC ACG ATG GGA ACA ATG GGT AAA GC 3'

F s'ATG TTT CTA CGG GCA ATC
B s'TCC CTC CTT CAA CTG CGG ATC GCT3'
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2.2.2.4 Amplificación de los fragmentos para fa clonación.

La amplificación de los fragmentos para la clonación se lleva a cabo mediante PCR

(Polymerase Chain React¡on). Como resultado de la transcripción reversa, se

obtiene una mezcla de cDNAs correspondiente a la población de mRNA en el

momento en que se colectó el tejido. Estos cDNAs se utilizan como hebras moldes

para la amplif¡cación mediante PCR. Para amplif¡car los genes de ¡nlerés se empleó

un protocolo estándar de PCR: denaturac¡ón inicial: 95,C por 2 mins, luego 33

ciclos de: denaturación a 94aC por 30 seg, 1 min de hibr¡dación con los part¡dores

(el fabricante de la enzima recomienda SqC menos de la temperatura de disociación

de los partidores (Tm), esto se estandar¡za en cada caso) y extens¡ón a 72eC por 45

segundos. Finalmente un período de 10 min a 72qC como exlensión f ¡nal. Para

real¡zar las clonaciones se ampl¡ficaron los fragmentos de interés con Ia enzima Pfu

DNA polimerasa (Fermentas). La reacción general llevada a cabo para amplificar

los genes fue amortiguador sin MgSOa 1X, MgSOo 2 mM, dNTPs 0,4 mM, Pfu 0.05

U/¡rL, 1pL de CDNA, partidor directo 0,2 mM de y parlidor reverso 0.2 mM,

completándose el volumen total a 25 pL con agua nanopura. Para util¡zar la

tecnología Gateway se neces¡tan secuencias amplificadas con erlremos 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 adhesión de la adenina se realiza una incubación de 15 min a 72qC agregándole

a cada tubo 1gL de MgCl2 25 mM, 1¡rL de dATPs y 0,2 ¡tL de Taq DNA polimerasa

(Biolasa, Bioline).

La tecnología Gateway contempla la clonación de los fragmentos de ¡nterés en un

vector de entrada. Posterior a esto, mediante enzimas, endonucleasas, se puede
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realizat la recombinación en sent¡do con una gran variedad de vectores de

expresión. Esto permite hacer pruebas de expresión en muchos sistemas al m¡smo

tiempo, además de producir varios tipos de vectores con o sin promotor, con

dist¡ntas et¡quetas (HlS, HA, EGFP, etc) para hacer proteínas de fusión, 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 real¡zó electroforesis en geles de agarosa.

Esta electrofores¡s se lleva a cabo en el amortlguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM

y EDTA 1 mM, pH 8). Se prepararon geles de agarosa de distintas concentrac¡ones

según el caso (0.8-2% agarosa en TAE 1X), realizando la electroforesis en

promedio por 40 m¡n a 100 V. Posteriormente se incubó el gel en una soluc¡ón de

bromuro de etid¡o 25mM por 20 min. Se visualiza el ADN, utilizando UV en el equipo

transiluminador con cámara fotográf¡ca ¡ncorporada (GeneGenius Classic de

SynGene@). Las muestras de DNA cont¡ene soluc¡ón amortiguador de carga (azul

de bromofenol 0.25%", xylen cyanol 0.25% y glicerol 80%) para lograr la

visualización de la muestra y que esta se ubicara en el fondo de cada pocillo. Se

utilizaron los estándares de peso molecular Ladder GeneRulerrM de 100pb y de

1 Kb (Fermentas).
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2.2.2.6.1 Clonación

El vector de entrada gateway seleccionado fue pCRS/GW/TOPO de 2817 pb

(INVITROGEN). Este vector (figura 3) posee resistencia al antib¡ótico

espect¡nomicina, lo cual proporciona un método de selección para bacter¡as

transformantes. Para realizar una clonación en este vector, es necesario un

fragmento que posea una base A desapareada en el 3' de cada elitremo, ya que el

vector posee la base Timina (T) en los sitios de recombinación attLl y attL2, lugar

donde se inserta el fragmento de interés. En los s¡tios attLl y attLz se encuentra

unida la enzima Topoisomerasa I que cataliza la reacción para l¡gar el segmento a

clonar en el vector. Para la l¡gación se utilizó entre 150 y 200 ng totales de inserto,

0.5 ¡rL de solución salina (¡ncluida en el kit), 0.5 ¡rL de vector pCRS/GWTOPO,

además del agua necesaria para completar 3 UL. Esta mezcla se incuba a 25qC por

2aGh.

pcRoS/GW/TOPOo

ComporÉntea del veto¡ ( 17pb)

nr¡€) T2 secuenc¡a terminadora de la transcripción 268- 295

n ¡€] T'l secuenc¡a terminadora de la transcr¡pc¡ón 427-470

M13 sit¡o de¡ part¡dor forward (-20) para secuenc¡ar 537-552

atlLl Secuenc¡a de recombinac¡ón 569-668

GW1 sitio del part¡dor para secuenc¡ar 607-631

Sitio 1 de reconoc¡m¡ento de TOPO 678-682

sitio 2 de reconoc¡miento de ToPo 683-687

atl2 Secuencia do recombinación 696- 795

GW2 sitio del pañidor para secuenciar 733-757

sitio de inicio del promotor T7 836-852

M13 sitio del partidor reverse para secuenc¡ar 836-852

Promotor del gen para la res¡stenc¡a a la Espect¡nom¡cina 930-1074

Gen de res¡storE¡a para Espect¡nom¡c¡na (SpnB) 1064-

pUC origen de repllcac¡ón 2141-

Figura 3: Vector de entrada pCRS/GWTOPO, En la figura se muestra un esquema general
de las características del vector. A la derecha se indica la ubicac¡ón de las secuencias de
interés que posee el vector. Datos modificados del manual de INVITROGEN.
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2.2.2.6.2f ranslormac¡ón de células competentes

Para transformar las d¡stintas ligaciones (vector con inserto), se prepararon células

quim¡ocompetentes, las cuales se trataron con sales de calcio para hacerlas

sensibles a la transformación mediante estrés de temperatura. También se

emplearon células competentes de lnvitrogen (Mach1).Una vez rcalizada la ligación

del fragmento de interés en el vector pCRB se procede a la transformación, donde

se tomaron 200 UL de células quimiocompetentes y se mezclaron junto con la

ligación de interés, incubándose 45 mrn en hielo. Posteriormente, se les dio un

estrés lérmico a 42'C por 75 s y rápidamente se vuelven a ¡ncubar en hielo. Para

permitir la recuperación de aque¡las células que hayan sobrevivido al estrés térm¡co

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%piv) al cual se le agregó la reacción de

transformac¡ón y se dejaron crecer con agitación por t hora a 37t. Luego de ese

t¡empo, se tomó una alícuota de 100 UL y se d¡str¡buyó un¡formemente en una placa

de agar LB conten¡endo el antibiótico de selección correspond¡ente

(espect¡nom¡cina, ampicilina o kanamic¡na según correspondiera) en una

concentrac¡ón final de 1Oo¡rg/ml. El cultivo restante se sedimentó en la centrifuga a

3.000 rpm por 4 min. Se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspende en

un volumen mínimo, que se dispone en una nueva placa de LB-agar 1,5/"plp

conteniendo el antib¡ótico de selección. Ambas placas se ¡ncuban a 37t durante

16 h. De esta forma, si es que la clonación fue eficiente se podrán identificar

colonias aisladas si es que la clonación fue de alta eficiencia (en las placas donde

se sembró el cultivo sin sedimentar) o baja (mayormente en las placas cuyo cultivo

fue previamente sedimentado). Luego se evaluaron aquellos clones que hayan



resultado con una transformación ex¡tosa, es decir, se analizaron las colonias

encontradas en las distintas placas.

2.2.2.7 ldenllticac¡ón de bacterias transformantes

En esta secc¡ón se eiempl¡f icará este procedimiento con la clonac¡ón de una

ligación realizada con el vector pCR8. Todas las transf ormaciones en bacter¡as se

real¡zaron de la misma manera. El método de selección de bacterias transformantes

para todos los casos de las transformaciones se realiza mediante resistencia a

antib¡ót¡cos. Una vez real¡zada la transformac¡ón en las células competentes Machl

(lnvitrogen), se s¡embran en una placa de LB-agar 1,57o suplementada con el

antibiótico espectinomic¡na a una concentración final de 100 trg/ml (el vector pCRS

proporciona resistencia contra este antibiótico), se incuban en una estufa a 37t
por 1 6 horas y se evalúan las colonias existentes. Como primer método de

selección se utilizó el análisis rápido de colonias mediante PCR. En esta técn¡ca se

pican las colonias y se resuspenden en 10 pL de agua nanopura estéril. Desde esta

dilución se tomó 1 pL para realizar un PCR convencional, para verificar la presencia

del inserto de interés en el DNA plasmidial. Aquellas colon¡as que resultan positivas

al PCR se crecen en 5 mL de LB-líquido suplementado con espectinomicina 100

Ug/mL, durante 16 horas a 37rc en agitación constante. Luego de esto, se realizó

una extracc¡ón de DNA plasmid¡al med¡ante el k¡t AXYPREP plasm¡d m¡nlprep

(AXIGEN). A esta muestra de DNA se le hicieron los análisis para asegurar que se

haya clonado el segmento de interés. Además que se encuentre en el sent¡do

correcto. Se evalúa la presenc¡a de mutac¡ones durante la amplificac¡ón por PCR

mediante secuenciac¡ón del tipo Sanger.
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El primer análisis que se real¡zó, fue digestiones enz¡máticas ut¡lizando

endonucleasas de restricc¡ón, donde se incuban los vectores con d¡ferentes

enzimas para obtener distintos fragmentos que permitan la discriminación de un

gen clonado en sent¡do con respecto al promotor frente a uno en antisentido.

Además de esta manera se puede conf irmar que se trata de un fragmento que tiene

un patrón de restr¡cc¡ón co¡ncidente con el esperado. Posteriormenle se observaron

los d¡stintos palrones de digestión med¡ante electroforesis en geles de agarosa.

Para confirmar la correcta clonación del marco de lectura abierto de interés y

evaluar la presencia de mutaciones, los clones se mandaron a secuenc¡ar mediante

Secuenciación capilar de Sanger, utilizando part¡dores que hibridan con el vector

pCRS 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.cg¡) y poster¡or alineamiento

utilizando línea ClustalWla herramienta en

(http ://www. ebi. ac. uk/Tools/msa/clustalw2/).

Se ver¡ficó que los fragmentos clonados tuviesen la secuencia correspondiente al

codón de inic¡o (ATG) en sent¡do con los sitios de clonamiento, y se comprobó que

no hubiera mutaciones con respecto a la secuencia depositada en la base de datos

para cada gen. Además de que se haya realizado el correcto reemplazo del codón

de término, para permitir la expresión de la proteína de fus¡ón proyectada.
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2.2.2.8 Recombinac¡ón

Una vez completada la revisión de los clones de ¡nterés, se realizó la recombinación

con vectores de expresión (vectores de dest¡no). Se utilizó la enzima LR clonasa

(INVITROGEN), esta enzima reconoce los sitios attll y attl2 del vector de entrada

pCRS y cataliza la recombinación con los sitios aüR1 y attR2 de los d¡stintos

vectores de expresión. Para este proced¡m¡ento se mezclan aprox¡madamente 200

ng del vector de entrada conteniendo el gen de interés, más 100 ng

aproximadamente del vector de destinación, completando a un volumen final de 8

¡lL con Tampón TE pH 8.0. Paralelamente, antes de utilizar la enzima, el tubo de la

enzima LR clonasa se mezc¡a fuertemente y luego se mantiene en hielo. Para

realizar la recombinación, se le agrega 1¡-rL de LR clonasa a cada muestra de

vectores, se mezclan enérgicamente y se resuspende repetidas veces. Para darle

tiempo al proceso de recombinación, se ¡ncuba por 2 horas a 25!C. Finalmente,

para inactivar la recombinasa, se le agrega a la solución 1 ¡JL ( lHgpl-r) de

Proteinasa K (INVITROGEN), incubándose 10 min a 37eC.

Se emplearon los vectores de expresión con promotores de levaduras: pYES-

DEST52 Gateway (INVITBOGEN), además de pAG426cPD-ccdB-HA y

pAG426GPD-ccdB-GFP (Addgene Plasmid Repository). ElvectorpYEs-DEST52

posee un promotor ¡nducible por galactosa, secuencias que codifican para un

epitope de histidina (HlSx6) y un epitope V5 de manera de generar proteínas

etiquetadas en el extremo carbox¡lo. Mientras que los otros dos vectores tienen un

promotor de expres¡ón constitutiva, además de una secuencia que codifica en el

extremo 3' para el epitope HA (Hematoglit¡nina A) y EGFP (Enhanced Green
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Fluorescent Protem) respectivamente. Los tres vectores otorgan resistencia al

ant¡biótico ampici¡ina en bacteria (ver figura 4).

,E'uS-''riffMG

s', 3',

@-ru,,/-rrRG -rea82

E@@@'re,.,,r*;,'^. "".'^,-ffiFñI}

Figura 4: Vectores GATEWAY de expresión en levadura prev¡a y post recombinación
homóloga. Se muestra el esquema de los vectores utilizados para la expresión de d¡stlntos
genes en levaduras. En cada caso se muestra en primer lugar los vectores sin ¡nserto y
luego la forma post recombinac¡ón con pCRS-lTRG. 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-oCdB-GFP, mientras que F al vector pAG426GPD-ITRG-GFP.
UBA 3: secuencia gén¡ca que codifica para la enzima orotidina-slfosfalo descarbox¡lasa,
enzima clave en la b¡osíntes¡s de pirim¡d¡nas en S.cerev¡siae. Se ut¡l¡za como marcador de
selección en la transformación de cepas de S.cerevisiae auxotrofas para Uracilo; GAL:
promotor ¡nducible por galactosa; GPD: Promotor consiitut¡vo del gen de la enz¡ma
Gl¡ceraldeh¡do-3 fosfato deshidrogenasa; V5: secuencia que codifica para el epitope
(proteína del virus del simio 5) reconocible por un anlicuerpo comercial; HIS: secuencia que
codif¡ca para un epitope de seis hislid¡nas detectable por un anticuerpo comerc¡al; HA:
secuencia que codifica para el epitope de hematoglutin¡na A, reconocible por un anticuerpo
comerc¡al; EGFPI secuencia que codifica para la proteína fluorescente verde de eficiencia
aumentada. Cm": secuencia génica que entrega resistencia al antib¡ót¡co cloranfenicol;
Amp: secuencia génica que entrega resistencia al antibiótico ampicilina; ccdB: secuencia
génica que cod¡f¡ca un produclo prote¡co tóxico para algunas cepas bacterianas para eviiar
la selección de bacterias que posean el vector sin inserto.; attRl y attR2: sit¡os de
recombinación de los veclores de expres¡ón; attBl y attBl:sitios de recomb¡nac¡ón de los
vectores de expresión posteriores a la recombinación; ITRG: lon Transport Related Gene

c

D

F pAG426GPD ITRG EGFP

E
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F¡gura s:Vectores de expresión de proteínas de fusión en plantas. Se muestra un
esquema del vector util¡zado para la sobreexpresión de distintas proteínas en plantas. A
corresponde al vector pGWBSy B corresponde ala construcc¡ón resultante de la
recombinac¡ón del vector pGWBS con los distintos ITRG. 35S: Promotor constitutivo de¡ gen
del virus del Mosaico de la col¡flor: (HlS x6): secuenc¡a que cod¡f¡ca para un epitope de seis
h¡st¡d¡nas detectable por un ant¡cuerpo comercial, Cm": secuencia gén¡ca que codifica para
la resistenc¡a al antib¡ótico cloramfenicol; NosP::NPTll: secuencia promotora de la nopal¡na
s¡ntasa y secuencia génica que cod¡f¡ca para Ia resistencia al ant¡biótico kanamicina; ccdB:
secuencia génica tóxica para algunas cepas bacterianas; attRl y attR2: secuenc¡as de
recombinación de los vectores de expres¡ón previa recombinac¡ón; attBl y attB'1 :

secuenc¡as de recombinación de los vectores de expresión posteriores a la recombinación;
NosT: secuencia génica lermlnadora de la traducción; 35S::HPT: secuencia promotora y
secuencia génica que otorga resistenc¡a contra el antibiótico h¡gromicina; LB y RB: extremos
del T-DNA que permiten la inserción 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 utilizó el vector de expresión pGWB8, el cual posee un promotor constitut¡vo

fuerte 35S, además de una secuencia que codifica para un ep¡tope de 6 histidinas.

Este vector otorga resistencia en plantas y bacterias al antibiótico kanam¡cina,

mientras que también otorga resistencia contra al antibiótico higromicina en plantas

(Figura 5).

A

pGWBgiIIRG
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2.2.2.9 Transformac¡ón de levaduras

2.2.2.9.1 Preparación de levaduras competentes

Para verificar el efecto que causan los genes estudiados en esta tesis, se

transformaron los vectores de expresión en la cepa silvestre de Saccharomyces

cerevisiae 8Y4743. Como control se transformó levaduras con los vectores sin

inserto.

Para transformar las levaduras se utilizó el método de electroporación, haciendo

levaduras competentes para transformac¡ón. Se inoculó la cepa BY47 43 en 1 00 mL

de YPD (1% Extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa) -Este inóculo se

incubó a 28rc con agitac¡ón constante hasta alcanzar una densidad óptica (DO) a

600ementre 1,3-1,5. El cultivo se sedimentó a 5000 rpm por 5 m¡n a 4eC y

posteriormente se lavó con agua estéril y fría (se repitió el¡minando el agua,

conservando el sedimento). El sed¡mento de células se resuspendió en 4mL de

sorbitol 1M (estéril y frio), luego se sed¡mentó a 5000 rpm, por 5 m¡n a 4eC,

f ¡nalmente se suspendieron las células en 100 pL de sorbitol 1 M. Almacenando las

células a 4aC hasta su uso.

2,2.2.9.2 lncorporación de las distintas construcciones en levaduras

Para realizar la transformación se mezcló una alícuota de células competentes

(secc¡ón 2.2.2.9.1) con 100 ng de DNA solubilizado en 0,1- 5 uL de tampón TE o

agua nanopura desionizada. Si el DNA no proviene de una extracción plasmidial por

kit directamente, es necesario un paso de diálisis con membranas de n¡trocelulosa

en agua desionizada, durante 20 min. Esta mezcla se agregó a la cubeta de

electroporación y se incuba por 4 m¡n en hielo. La electroporación se lleva a cabo
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en el equ¡po Gene Pulser Xcell Electroporation System (BIORAD). Los parámetros

ut¡lizados para la electroporación son: 1 ,SkV, 25UF y 200O, por un per¡odo entre

4,5-5 ms. Posteriormente con el objetivo de permitir la recuperación de las levadura,

estas se incuban en 1 mL de YPD por th con agitación a 28eC. Después de esto,

el tubo se centr¡fuga a 3.000 rpm por 4 min y se lava el sedimento con medio

mínimo de levadura, YMM (Yeast M¡nimal Medium: YNB -Yeast Nitrogen Base-

0,8%, (NH4)rSOa0,5%, glucosa 2To y aminoácidos indicados en la tabla 4). Se

toman 100 ¡rL de cultivo y se siembran en una placa YMM-agar. Los 900 ¡rL

restantes se sedimentan y finalmente, se resuspende en un volumen mínimo para

ser también sembrado. Estas placas de YMM-agar se incuban a 30qC 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 med¡o de

selección por auxotrof ia. Con los dist¡ntos clones obtenidos se realizaron pruebas

de tolerancia a cationes metálicos.



34

Tabla 5: Aminoácidos que contiene el medio mínimo YMM. El medio mínimo de
cultivo de levaduras utilizado posee aminoácidos en dos concentrac¡ones distintas,
se muestra la lista de aminoácidos 1, en la cual se debe agregar cada aminoácido a
una concentración linal de 0,.1gil, m¡entras que en la lista de aminoácidos 2, la
concenfac¡ón final de cada uno es de 0,059/L.

Am¡noác¡dos 1

0,19/L

Amlnoácidos 2

0,059/L

Adeñ¡na

Argin¡na

C¡steína

Leucina

Lisina

Treonina

fr¡ptolano

*Uracilo

Ác¡do aspárlico

Hlstidlna

¡soleuc¡na

Met¡on¡na

Fen¡lalan¡na

Prolina

Serína

Tlroslna

Val¡na

2.2.2.10 Ensayos de toleranc¡a a cationes metálicos en S. cerevisiae

Para determ¡nar la tolerancia de las levaduras transformadas con las distintas

construcción es en medios con cat¡ones metálicos, se montó un ensayo de

crecim¡ento en placas de 96 pocillos. Se realizaron dos protocolos dist¡ntos,

dependiendo del vector con el que estaban transformadas las levaduras, siendo la

mayor diferencia los tiempos de inducción necesarios para las levaduras

transformadas con las construcciones que incluyeran el vector pYES-DESTS2,

mostrado en la f ¡gura 6.

Se crece una cepa transformada en 5-10 mL de YMM para perm¡tir que las

levaduras se mult¡pl¡quen. Luego de dos días en agitación constante, a 28eC, se

toma la cantidad de cult¡vo necesar¡a para obtener un cultivo de levaduras en YMM

rafinosa (Yeast M¡nimal Medium: YNB -Yeast N¡fogen Base-0,8%, (NH4)2SO40,5%,

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



raf¡nosa es un azúcar que no afecta la actividad del promotor gal, en cambio la

glucosa lo reprime. El cultivo se incuba por 48 h en agitación constante a 28eC,

donde fínalmente, se realiza un procedimiento similar al anter¡or, pero esta vez se

pasa desde YMM rafinosa a YMM galactosa (Yeast Minimal Medium: YNB -Yeast

N¡trogen Base-0,8%, (NH4)2SO40,5%, galactosa 2% y am¡noác¡dos indicados en la

tabla 5). Esta nuevo inóculo se mantiene a 28qC, en ag¡tación constante durante 6

h permitiendo la activación del promotor. Una vez transcurr¡do el tiempo, se

inocularon placas de 96 pocillos con 100 ¡.rL de cultivo de cada transformante, 50 UL

de una solución estér¡l de cat¡ón metálico en agua 4X (para lograr una

concentración f ¡nal en los pocillos de 1X) y 50 pL de YMM galactosa 2X (pa,a

mantener constante la concentración inicial del medio del cual provenían los

cult¡vos, evitando el efecto de dilución). Las placas se mantuvieron en agitación

constante a 28qC, realizando mediciones cada 2 h. LoS exper¡mentos se hicieron

con dos réplicas biológicas, y 3 réplicas técnicas por vez. En la tabla 6 se muestran

los cat¡ones metálicos utilizados y sus respectivas concentraciones. Se escogieron

estos iones debido a que se ha descrito su mecanismo de acción en plantas y dado

la posible reacción de las plantas se podría inferir una probable función de los

productos génicos codificados por los lTRGs. Estos metales se encuentran

presentes además, en d¡versos procesos industr¡ales, contam¡nando las zonas

donde se podría encontrar una aplicación directa a los productos génicos,

relacionada con la biorremediación. Además se ut¡lizaron 3 concenlraciones, una

que afeclara el crecimiento de las levaduras controles entre un 20 y 30Y", otra que

permitiera crecer sólo a¡ 50% de las levaduras y otra concentración que afectara el

crecimiento de las levaduras en más de un 80%.
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Figura 6: Protocolo de ¡nducción de las conslrucciones que poseen el promotor GAL1
transformadas en levaduras. Se mueslran las etapas para realizar la inducción del
promotor GAL'I en las construcc¡ones provenientes del vector pYES-DEST52 med¡ante la
incubación con galactosa. Es necesario crecer las levaduras primero en glucosa y luego en
rafinosa anles de la inducción por galactosa. OD: densidad ópt¡ca med¡da a 600 nm.

Tabla 6: Cat¡ones metál¡cos utilizados para los ensayos de toleranc¡a de S.cercvlsiag,
Se evaluó el comportamiento de las d¡stintas levadurai transformantes frente a Na., Zn2*,
Cu'., Co'*y Cd2*. Se ui¡lizaron las concentraciones finales mostradas en la tabla (1X).

Concentraciones 1x
NaCl
ZnCl2

CuSO¿
CoSO4
cdcr,

Para las transf ormaciones realizadas con los vectores pAG426GPD-ccdB-HA y

pAG426GPD-CodB-EGFP el protocolo realizado contempla un periodo previo al

tratamiento con cat¡ones metálicos. Se ¡ncubaron las levaduras durante 6 horas en

agitación constante a 28qC 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 volumétr¡cas que con las cepas transformadas

con pYES-DEST52 (Sección 2.2.2.9.2\.

Para la cuantificación de la dens¡dad óptica en las placas de 96 poc¡llos, se midió la

absorbancia a 620nm cada 2 horas utilizando el lector de placas de elisa TECAN

infinite F50. Los datos obtenidos del crec¡miento de las levaduras transformadas

5o0UM, lmM y 1omM

500UM, 1mM y 3mM

loq.¡M, 250UM y 500UM

25 UM, 50 pM y 75UM
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con las distintas construcciones se expresan relativisados a la DO registrada al

¡nicio de las mediciones de los mismos cultivos con el objet¡vo de registrar el

crecimiento en el tiempo.

2.2.2.11 Análisis de la expresión de proteínas fusionadas a EGFP

Para determinar la expresión de proteínas fusionadas a EGFP (Enhanced Green

Fluorescent Protein) en las levaduras transformantes, se ut¡l¡zó un microscopio

confocal Zeiss LSM 510, excitando con un láser de 488 nm y capturando la

fluorescencia emitida con a longitudes de onda entre 505 y 530 nm.

Para lograr una buena visualización de la fluorescenicia fue necesario adherir las

levaduras a los cubreobjetos, agregando a cada cubre objeto SuL de Concanavalina

A (Sigma) preparada a 1mg/ml y luego agregando 5 ¡rL de cultivo en fase

exponencial. La Concanavalina A es una lectina que une las manosas de la pared

de las levaduras.



2.2.2.12 Expresión de proteínas mediante Western blot

2.2.2.1 2.1 Extracción de proteínas.

Un cultivo de células en fase exponencial (DO^600=3) se sed¡mentó a 3.000 xg por

1 0 min (4oC) y se lavó con una solución de azida de sodio (NaN3) 10 mM. Luego se

trataron las células con una solución de lisis en razón de 200m9 de células

sedimentadas por un mL de solución de lisis, compuesta de: solución de Lisis

Cellytic Y (Yeast Cell Lisis/Extraction reagent, Sigma), bolitas de vidrio de 425-600

pm (Sigma), DTT 7 mM final e inhibidores de proteasas 1X f inal (Complete

Protease lnhibitor Cocktail Tablets, Roche). Las levaduras incubadas en esta

solución se mant¡enen en hielo hasta ser somet¡das al agitador de alta velocidad

con el equipo Mini-Beadbeater-1o (Bio Spec Products lnc.) por 30 segundos y

después se deian 30 segundos en hielo. Este ciclo se repite 7 veces. Posterior a

esto, los tubos se sedimentan a 20.000 xg por 10 min (4qC) y se recolecta el

sobrenadante donde se encuentran las proteínas.

2.2.2.12.2 Precipitación de proteínas

Para concentrar las proteínas y eliminar los const¡tuyentes del med¡o que

eventualmente interfieren con el ensayo de cuantif¡cación de proteínas se

precipitan, para de esta forma, tenerlas libres de interferentes. Para esto se

prec¡pitaron las proteínas adic¡onando dos volúmenes de acetona fría. Se

homogenizó la solución y se incubó por t h a -20eC, luego se sedimentaron las
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proteínas a 20.000 xg por 15 min a 4qC. Finalmente el sedimento se resuspendió

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

2.2.2.12.3 Cuantificación de proteínas

Las proteínas se cuantificaron utilizando el método de Lowry mod¡f¡cado con el uso

de BCA (Mall¡a et al., 1985), empleando el reactivo BCA (BCA Protein Assay

Reagent -bicinchoninic acid-, P¡erce) y CUSO4 47". Se mezclaron el reactivo de

BCA con el CuSO4 en una razón de 50:1. Este ensayo se realizó en una placa de

96 poc¡l¡os, donde se agregó la muestra proteica y la solución de BCA más CuSOa

en razón de 1:8. Además, en la misma placa, se real¡zó una curva de cal¡bración

empleando la proteÍna BSA (Bovine serum albumin o proteína de suero bobino) en

concentraciones conocidas como patrón. La placa se incubó durante 30 min a 37sC

para el desarrollo de color propio de la reacción colorimétrica. Posteriormente se

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

2.2.2.12.4 Electroforesis en geles de poliacrilam¡da-SDS (SDS- PAGE)

Se real¡zaron geles de poliacrilam¡da al 167" med¡ante la utilización de dos fases: la

fase concentradora y la fase separadora. La fase concentradora se preparó con

Trisl25mM, SDS 0.1%p/v, 15% poliacrilamida (30%p/v Acrilamida/0,8%p/v

B¡sacrilam¡da), 4¡.rL de TEMED , O,O37SToplv de persulfato de amonio, pH 6.8. En

tanto que la fase separadora se preparó con Tris375mM, SDS 0.1 %p/v, 25%

poliacrilamida -30%plv Acrilamida/0,8%p/v Bisacrilamida-, 10pL de TEMED,

O,075kp/v de persulfato de amonio, pH 8.8). En los geles se cargaron 40Ug de
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extracto protéico. Los volúmenes de carga se prepararon mezclando los extractos

protéicos con soluc¡ón de carga 5X (Tris-HCl pH 8 60mM, gticerol 25%, SDS 2%, B-

mercaptoetanol 28,8mM, azul de bromofenol 0,1%). Posteriormente esta mezcla se

incubó a 95qC por 10 min, con el objet¡vo de denaturar las proteínas

completamente. Se utilizaron los estándares de proteÍnas pre-teñidos (PageRuler

Prestained Protein Ladder, Fermentas) y regular (PageRuler Unstained Protein

Ladder, Fermentas). La electroforesis se llevó a cabo empleando tampón de corrida

(Tris 25mM, gl¡cina 192 mM y SDS 0,1"/"p/v) en el equipo M|n|-PROTEAN (BtO

RAD) con una diferencia de potencial de 70V por 30 min y luego 100V por 150min.

Posteriormente se ret¡raron los geles de los respectivos vidrios y se utilizaron para

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

2.2.2.12.5 Tinción de geles de poliacrilamida con Azul de coomassie

Para verificar la integr¡dad de las muestreas de proteínas los geles se tiñeron con

una solución de azul de coomassie (Azul de coomassie o,2oAplv G250, metanol

2Oo/", ácido acético glacial 0,5%) durante 2h y posteriormente se destiñeron con

tampón de desteñ¡do (Metanol 5ol" v/v, ácido acético glacial 7 ,5!" vlv) durante 24h.

2.2.2.12.6 Western blot

Una vez realizada la electrofores¡s y por ende la separación de proteínas en el gel

de poliacrilamida, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.

Para esto se ut¡lizó el equipo de transferencia semi-seca Trans-Blot@ SDSemi-Dry

Electrophoretic Transfer Cell (BlO RAD). Se dispuso en el equipo de 3 táminas de
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papel f¡ltro consecutivas y luego una de membrana de nitrocelulosa pre-

humedecidos con amort¡guador de corrida (Tris 25mM, glicina 200 mM, metanol

2o/ovlv) previniendo la formación de burbujas entre las distintas capas.

Posteriormente se acomodó cuidadosamente el gel pre-incubado en amort¡guador

de corrida por 5 m¡n, de manera de no manchar la membrana. Luego se cubrió el

gel con 3 láminas de papel filtro pre-humedecido, eliminando el exceso de

amoniguador. Finalmente, se realizó la transferencia por 1sm¡n a 1 5V.

Para determ¡nar la correcta transferencia se realizó una tinción temporal de las

proteínas en la membrana, incubándose por 15 min en agitación constante con una

solución de roio de Ponceau (rojo de Ponceau 0,2Y" plv, ácido acét¡co glac¡al

S%v/v). Poster¡ormente se lava suavemente la membrana con agua des¡onizada,

removiendo el exceso de tinción. Luego se lava la membrana con TBS-T (Tris

1omM, NaCl l50mM, Tween2o 0,0005%v/v) hasta que desaparezca la tinc¡ón.

Para bloquear la membrana, esta se incubó con una soluc¡ón de leche so/oplv en

TBS-T en constante agitación durante 2 h a temperatura ambiente o durante toda la

noche a 4rc. Poster¡ormente se lavó 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada

vez con enérgica agitación. Luego se ¡ealizó la incubación con ant¡cuerpo primario.

Se emplearon dos protocolos distintos- Para e¡ anticuerpo primario ant¡ V5 (ovs,

real¡zado en ratón, lnv¡trogen) se ut¡l¡zó una dilución de 1:5000 en una solución de

leche al so/"plv en TBS-T. Mientras que para los anticuerpos primarios anti HA

(oHA, realizados en ratón, lnvitrogen) y primario anti EGFP (oEGFP, realizados en

ratón, lnv¡trogen) se utilizó una dilución de 1:5000 en una solución de leche al

lo6plv en TBS-T. Las membranas se incubaron con las soluciones que contenían

los anticuerpos primarios en agitación moderada durante 2h a temperatura

ambiente o por toda la noche a 4eC. Posteriormente, se lavaron las membranas con
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enérg¡ca agitación 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada vez. A continuación

se realizó la ¡ncubación con anticuerpos secundarios. Se emplearon anticuerpos de

dos tipos, para revelar los western blot realizados con proteínas de fusión con el

epitope HA y EGFP se usaron anticuerpos etiquetados con fosfatasa alcalina,

mientras que para los western blot realizados con proteínas de fusión con el epitope

V5 se emplearon anticuerpos et¡quetados con peroxidasa. Ambos anticuerpos

secundarios, producidos en cabra, con la capacidad de reconocer a las lGg de

ratón -oMouse-(KPL). La incubación con los anticuerpos secundarios unidos a

{osfatasa alcalina se realizó a temperatura ambiente por 2 h o por toda la noche a

4aC con agitación constante. Para los anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa,

se empleó un protocolo sim¡lar. Finalmente, después del tiempo de incubación, en

ambos casos, se lavó 3 veces con enérgica agitación con TBS-T durante 10

m¡nutos cada vez.

Para el revelado de los western blot realizados con anticuerpos secundarios un¡dos

a fosfatasa alcal¡na, la membrana se incubó 2 veces por 5 minutos con tampón

alcalino (Tris-HCl100mM, NaCl100mM, MgCl2SmM, Tween 20 0.05%, pH 9.5).

Luego se incubó por hasta 30 m¡n con NBT (nr?roblue tetrazol¡um) 0,022/" plv y

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-¡ndolyl phosphate) O,O1o/op/v solubilizados en tampón

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

En tanto, el revelado con los anticuerpos un¡dos a peroxidasa se realizó utilizando

el kit de revelado quimilumin¡scente SuperSignal West Pico Chemiluminescent

substrate (Thermo scientific). En oscuridad se realizó la mezcla en partes iguales de

ambos reactivos proporcionados por el k¡t de revelado y se dispuso en toda la

membrana, ¡ncubándose por 2 minutos. Posteriormente se retiró el exceso y se

cubrió con una placa plástica transluc¡da. Sobre esta se situó la placa radiográf ica y
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se cubrió utilizando el cassette de autoradiograf ia, realizando exposiciones a

dist¡ntos t¡empos. Finalmente se incubó la placa radiográfica en la solución de

revelado D-76 (Jamarca), luego se lavó con agua y posteriormente se incubó con la

solución fijadora U-3(Jamarca), lavándose con agua otra vez.

2.3 Tratamientos estadísticos de los datos.

Todos los gráficos mostrados, relac¡onados con el crec¡miento relativos al tiempo

inic¡al 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, calculándose el

error estándar. Para anal¡zar posibles d¡ferenc¡as estadísticamente s¡gnificativas se

util¡zó un test de t, con la modificación de Welch, empleando un nivel de

signif icancia (P) de 0,05.
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RESULTADOS

3.1 Selección y caracter¡zación de genes de A.lhaliana relacionados a
transporte ¡ón¡co

3.1.1 Obtención de los genes con mayor probabilidad para estar ¡nvolucrados
en el metabolismo iónico.

El análisis de la red de co-expresión, conslruida por el Dr. Alexander Vergara en

nuestro laborator¡o, entregó un listado de 55 nuevos genes de Arabidops¡s con alta

probabilidad de estar involucrados en el trasporte iónico (nivel de coeficiente de

correlación de 0,6 o superior). Además de un porcentaje de RECALL (%RECALL)

adecuado, el cual hace referencia de la reproducibilidad que posee la red diseñada.

Entre estos genes, algunos no tienen anotación previa y otros tienen anotaciones

para otras categorías de GO. Los 12 genes una correlación de 0,8, indica una alta

correlación considerando que el valor 1 corresponde a un 100% de conelación..

Además de poseer un %RECALL aceptable para ser considerado como involucrado

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

Tabla 7: Genes ident¡f¡cados en la fed de co-expres¡ón génica como nuevos genes
involucrados en transporte ión¡co (lon Transport GO term:0006811). % RECALL es un
indicador de la reproducibil¡dad de los resultados entregados por la red, alcanzando casi el
50% en los genes con mayor índice de correlación. Se emplearon los índices de correlación
mayores que cero, por lo tanto, se evaluaron Correlac¡ones en el mismo sentido, ambas
expres¡ones aumentaban o ambas d¡sminuían.

0,6
o,7
0.8

33,72
38,66
48,92

11
12
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Con los resultados del análisis de vecindario génico utilizando el GO term: 000681 1'

que corresponde a transporte iónico (/on Transpott, (Gene and Consortium, 2000))

Ia red entrega 12 genes con las más altas probabilidades de estar involucrado en

transporte ión¡co en Arabidopsis. A estos 12 genes se les denominó lon Transport

Related Qenes (ITRG). Con el objetivo de determ¡nar la ¡nformación disponible de

los ITRG hasta el momento del diseño de la red se caracterizaron según la

información disponible actualmente en las bases de datos públicas como se detalla

en la tabla 8.
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Tabla 8: lnformac¡ón disponlble de los ITRG según TAIR. Los
poseen mayor probabilidad de estar involucrados en el transporte
anál¡sis de vecindarios realizados.

ITRG son los genes
ión¡co según la red

que
yel

ITRG

Codl¡ca la subunidad Fad de la ATP sintasa FlFo mitocondr¡a¡. Su producto prote¡co es esencial
para la lormación del polen. La proteína presenta unión a ¡ones Co, Cu, Zn. Se ha encontrado que
está presente en lracciones de mitocondrias, cloroplastos, membrana celular y nucléolo.

Codifica para la subun¡dad y- de Ia enz¡ma anhidrasa carbónica. Esta proteína tamb¡én es parte del
comple¡o NADH desh¡drogenasa y está impl¡cada en la fotorrespiración. La proteína se ha
encontrado en fracciones de mitocondrias.

Cod¡fica para una proteína relac¡onada a una NADH-ub¡qu¡nona oxidoreductasa. Esta proteína se
ha impl¡cado en la fotorrespkación. Su producto prote¡co está presente en tracciones
mitocondr¡ales, membranas mitocondr¡ales, cloroplastos, compleio I de la cadena respiratoria y
membrana celu¡ar.

Codifica para una protelna, de la cual se desconocen la función molecular, proceso biológico y
ubicación celular.

Codifica pára uña proteína de Ia iámiliá de proieínás ricas eñprolina.

Codif¡ca para una proteína con domin¡o de citocromo P450. Estas prote¡nas poseen un grupo HEM

Codifica para una proteína nodul¡na de¡t¡po de ¡a familia transportadora (MtN2'1)/EamA. Su producto
proteico está presente en fracciones de s¡stema eñdomembrana y en membrana celular.

Codifica para una proteÍna relacionada a proteínaa inducidas por re¡puéstaá lesiones. Su produ¿to
prote¡co está presente en fracc¡ones de retícu¡o endoplasmát¡co.

^ Really lnteresting New Gene-f¡ngeil proteína de la famil¡a con repeticiones de motivos ankyrin.9-

(NH3)y met¡lamon¡o a través de la membrana del tonop¡asto Este gen presenta una regulación de su
10 expresión durante €l día y aumenta su expres¡ón sn presencia de NHs.

Codifica para una proteína sin lunción molecular, proceso biolóaico y ubicación celular
-- conoc¡da.( Unknown o¡otein\.

fracciores del sistema endomembrana.

Considerando las características expuestas

en 4 categorías: genes que partic¡pan en el

en la tabla 8, los genes se agruparon

metabolismo energético (ITRG1, 2 y 3),
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genes que codifican proteínas con dominios de interacción con DNA (ITRG 5, 9, 7 y

12), genes cuyo producto génico carece de función conocida (ITRG 4 y 11)y los

otros genes (ITRG 6,8 y 10), que carecen de un criterio en común con el resto de

los grupos.

3.'t.2 Análisis de topología de la red de co-expresión génica de Arabidopsis
thaliana

Con el objetivo de estud¡ar el entorno topológico de cada ITRG en la red co-

expresión génica, donde se realizó el análisis de vecindario, se cuantificaron y

graficaron las et¡quetas moleculares relacionadas con el transporte iónico de los

vecinos de cada gen. Se evaluó la presencia de las siguientes et¡quetas

moleculares: transporte iónico (lon transport, GO:000681 1), transporte de cationes

(cat¡on transport, GO:0006812), transporte de aniones (anion transport,

GO:0006820), transpone de hidrógeno (hidrogen trunsport, GO:0006818), procesos

metabólicos del fosfato (phosphate metabolic process, GO:0006796), transporte de

protones (proton transpod GO:0015992) y fosforilac¡ón oxidativa (oxidat¡ve

phosphorylation, GO:0006119). La descripc¡ón de cada etiqueta molecular se

muestra en la tabla 9, donde se denota la relac¡ón con el objetivo principal de esta

investigación, es decir, encontrar genes que puedan ¡nduc¡r toleranc¡a contra el

estrés producido por d¡versos metales.
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Tabla 9: Descripc¡ón de las categorías de Gene Onthologf\ empleadas paru realizar el
histograma que ¡nd¡ca muestra la representación de estas etiquetas moleculares en los
vecinos directos a los ITRG.

Transpode de iones
hacia dentro, hac¡a fuera, en la misma célula o entre células, por med¡o de un
agente como un transportador o un poro.

Transpoñe de cationes

ñas con uná
carga neta posiiiva, cargadas hacia dentro. hacia fuera, en la misma célula o
entre células, por medio de algún agente, talcomo un transportador o un porc.

Transporte de aniones
El movimiento dirigido de los cationes, átomos o moléculas pequeñas con una
carga neta negaliva, cargadas hacia dentro, hacia fuera, en la misma célula o

misma célu¡a o entre
transportador o poro.

células, por medio de algún agente, tal como u¡
Transporte de h¡drógeno

Las reaccionés químicas y vr-as de panjEpaEión déi grupo tosfato. el anión ó
una sar de ác¡do fosiórico.

Hrocesos melaooltcos oe loslalo

Transporte de protones

Efmovimiento diñgidó aé protonés lione- triorógeno) hacitdeñtro, hac¡a luera,
en la misma célula o entre células, por med¡o de algún agente, tal como un
transponador o poro.

Fosfor¡¡ación oidat¡va

Iá losro¡Ealén d@
un metabolilo a través del func¡onamiento de la cadena resp¡rator¡a. La
oxidación de los compuestos establece un grad¡ente de protones a través de
la membrana, proporcionando la energía para la síntesis de ATP.

(.): (Gene and Consort¡um, 2000).

La Figura 7 muestra el h¡stograma construido con las etiquetas moleculares de los

vec¡nos de los ITRG. En ella se observa que los vecinos de los genes 1,2,3 y 11

presentan altamente represenladas las etiquetas relacionadas con el metabol¡smo

iónico, por lo tanto, según este criterio serían los genes con mejores pos¡bilidades

de éxito para el resto de la ¡nvest¡gac¡ón. Sin embargo sólo se estudiaron los tres

primeros genes deb¡do a que poseen un factor común que es el metabol¡smo

energético que puede estar fuertemente ligado con la tolerancia a metales, debido a

la producción de ATP, en cambio del ITRG 11, no poseemos mayor información

accesor¡a a la red de co-expresión que nos permitiera contemplarlo como gen

pr¡oritario de estud¡o. Se conoce que la producción de ATP a través de la cadena



49

'6

oo
o

E
o.
E

transportadora de electrones puede estar ligada con la homeostásis de cationes

metálicos (Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001 ; Belyaeva, 2010; Colmer y

Greenway, 201 
.1 ; Mena y col., 201 1), por esto decidimos seguir solo con los 3

genes ligados a la producción de ATP.

I franspoñe de iones

I Transpone de cátionés
lg Trañsporle de aniones

- Transpoñe de hidróqenos
I Procesos melabó- de fosfato
E franspoñe de protones
I Fosforilación oxidativa

ITRG

Figura 7: Histograma que muestra la representación de etiquetas moleculares, ligadas
al metabolismo ¡ón¡co en los vec¡nos génicos directos a los ITRG, en la red de co-
expres¡ón ut¡lizada para todos los genes de Arubidopsls thaliana. En la figura se
observa que la mayor agrupación de etiquetas moleculares de interés, se encuentra en los
genes 1, 2, 3 y 1 1 . Siendo los vecinos del ITRG 2, aquellos con mayor abundancia en estas
etiquetas, registrando 4 incidencias para tres (transporte de ¡ones, transporte de cationes y
transporte de hidrógenos) de las 7 et¡quetas evaluadas. Por lo tanto, estos genes (ITBG 1,
2, 3 y 1 1) son excelentes candidatos para estud¡ar el pos¡ble efecto, que cause la proteína
cod¡ficada por el¡os.

3.1.3 Características de |TRG1, ITRG2 y ITRG3

Con el objetivo de concenlrar la mayor cant¡dad de información 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 encontró que las

1
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reg¡ones cod¡f¡cantes de los genes poseen un tamaño de 723nt (240aa) para el

ITRGI , 777nt (258aa) para el ITRG 2, y 51Ont (169aa) para el lf RG3.

Con el objet¡vo de determinar la probable localización subcelular de los productos

proteicos de los 3 genes, se realizó una predicción bio¡nformática de su ubicación

con varias herram¡entas disponibles en línea de libre acceso. Además, se evaluó 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 escog¡dos, para luego hacer un análisis lo más completo

pos¡ble. Para lTRG.l , en 6 de los 7 programas utilizados se prediio, una ubicación

m¡tocondrial en las células de plantas, además, con las herram¡entas ut¡lizadas

(SVMtm y TMHMM), se descartaría la posibilidad de que la proteína cod¡f¡cada por

este gen presente dominios transmembrana (Tabla 10). Para |TRG2, se predice en

su mayoría (5 de 7 programas) una localización mitocondrial y 3 programas

pred¡jeron que se ubicaría en el c¡toplasma. Para este gen tampoco se predicen

dominios transmembrana (Tabla 11) en el producto proteico. Para el |TRG3, 5 de 7

programas predicen que la ubicación subcelular sería la mitocondr¡a, no

encontrándose dom¡n¡os transmembrana en su secuencia (Tabla 12).
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Tabla 10: Pred¡cc¡ones b¡o¡nformát¡cas de la localización subcelular y posibles
domln¡os transmembrana de |TRGl.
Herramienta en Descripción dei Resultado Detalles
línea
WoLFPSORT Localizac¡ón

en eucarionles Cloroplasto, y
Citoplasma

lransmembrana

ESLpred Predicción mediante Nuclear
alineamientos y
prop¡edades
fisicoquímicas

53% de precisión esperada

transmembrana

en plantas

en plantas esperada

en plantas

en plantas

en eucar¡ontes VC: 0

CP: cloroplasto; CM: citoplasma; VC: vacuola; lvl: mitocondria. Los datos que entrega el programa WoLF-PSORT
prov¡enen del número de secuenc¡as en la base de datos que se asemejan a la secuenc¡a objetjvo y que se ubican
en e¡ compart¡mento sub-celular mencionado, los valores de Y-loc se r€fieren a la probab¡lidad de encontrar esa
proteína en el compartimento sub-cslular indicado, los valores de EpiLoc y Sherloc2 hacen referencia a un purtaie
a¿itra o que entrega el método con una valor máximo de 1 y mín¡mo de 0. TMHMM y SVMtm pred¡cen si es una
proteína intlnseca de membrana y cuantos dominios transmembrana posee.

EpiLoc Mitocondria M:0.9
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Tabla 1 
'l : Predicciones bio¡nformát¡cas de la local¡zación subcelular y pos¡bles

dominios transmémbrana de lTRG2.
Herram¡enta en Descripción del método Resultado Detalles
línea
WoLF PSORT Localización subcelular en Clorop¡asto, CP: 9.0, CM: 3, M: 1.0

eucariontes citoplasma y
mitocóndrias

transmembrana

alineamientos
prop¡edades
fis¡coquímicas

TMHMM Predicc¡ón de dominios Sin DTM
transmembrana

plantas mitocondria

plantas

plantas

plantas

eucariontes

número de secuencias en la base de datos que se asemejan a la secuenc¡a objetivo y que se ub¡can en el
compart¡mento sub-celular menc¡onado, los valores de Y-loc se ref¡eren a la probab¡l¡dad de encontrar esa proteína
en el compartimento sub-celular indicado, los valores de EpiLoc y Sherloc2 hacén referencia a un puntaje arbitrario
que entrega el método con una valor máx¡mo de '1 y mín¡mo de 0. TMHMM y SVMtm pred¡cen si es una proteína
intrínseca de membrana y cuantos domin¡os kansmembrana posee.

53% de precisión esperadamediante Nuclear
v

ESLpred

Y-loc 91 .79% de
esperada

SubcellProt 25% de precis¡ón esperada

EpiLoc M:0.9
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Tabla '12: Predicciones bio¡nformát¡cas de la local¡zaclón subcelular y posibles
dom¡n¡os transmembrana de lTRG3.

línea
WoLF-PSORT Local¡zación subcelular Milocondrias M: 5.5, CP:5.0, CP: 3-5,

en eucariontes Cloroplasto, CM:2.0,N:2.0
C¡toplasma y
Núcleo.

SVN¡tm Predicción de dominios Sin DTM
transmembrana

ESLpred Predicción mediante Nuclear
al¡neamientos y
prop¡edades
fisicoquímicas

53% de precisión esperada

TI\¡HMM Predicción de domin¡os Sin DTM
transmembrana

Localización subcelular Mitocondria
en plantas

Plant-mPloc

Y-loc Milocondria precisión

SubcellProt Citoplasma 25% de precisión esperada

EpiLoc

SherLoc2

Mitocondria M:0.9

Local¡zación subcelular Mitocondria
en eucar¡ontes

CP: cloroplasto; CM: citoplasma; VC: vacuola; M: mitocondria; N: núcleo. Los datos que entrega el programa
WoLF-PSORT proüenen del número de secuénc¡as en la base de datos que se asemejan a la secuenc¡a objetivo y
que se ub¡can en Bl compartimento sub-celular mencionado, los valores de Y loc se refieren a la probab¡l¡dad de
encontrar esa proteína én el compart¡mento sub-celular ¡ndicado, los valores de Epiloc y SherLoc2 hacen
referencia a un puntaje arb¡trar¡o que entrega el mélodo con una valor máximo de 1 y mínimo de 0. T¡/H¡i]M y
SVMtm predicen si es una proteína inlrínseca de membrana y cuantos dominios transmembrana posee.

Local¡zac¡ón subcelular
en plantas

Localización subcelular
en plantas

Localización subcelular
en plantas

97 .341" de
esperada

N¡: 1; CP: 0; CM: 0i
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3.1.4 Análisis de los perf iles de expresión de plantas somet¡das a estrés
sal¡no y 6strés osmótico.

Para determinar el perfil de expresión de los ITRG y en especial de los tresgenes

seleccionados con mayor probabilidad de estar involucrados en el transporte ión¡co,

se analizaron los datos de microaneglos 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 osmótico utilizando Manitol 3OOmM. No

ex¡sten datos de microarreglos donde se hayan hecho tratam¡entos con otros ¡ones

que nos pudieran entregar mayores datos relacionados con el transporte iónico,

estos son los datos con mayor relación disponibles. Lo ideal habría sido analizar la

acumulación de mRNA en microarreglos de plantas sometidas a estrés por una

mayor diversidad de metales, además del sodio, sin embargo no ex¡sten estudios

de este tipo utilizables de manera libre para la comunidad científica. Los datos

empleados corresponden a los experimentos publ¡cados como AtcenExpress

Stress Treatments (Control plants), AtcenExpress Stress Treatments (Salt stress),

AtGenExpress Stress Treatments (Osmot¡c stress). Estos exper¡mentos son parte

del proyecto mult¡nacional liderado por la German Arabidopsis Functional Genomics

Network (AFGN) (Kilian et al., 2007).Los tres grupos de experimentos corresponden

a 84 ch¡ps ATHl AffymefixrM donde se incluyen d¡stintos tiempos de exposición a

los d¡st¡ntos tratamientos (control, estrés osmót¡co y estrés salino), dos tipos de

te.iido (parte aérea y raíz) y una répllca técnica en cada caso. Para poder realizar el

análisis de los datos, lo primero que se verificó fue la cal¡dad de los microarreglos

para que fueran comparables entre sí. Los resultados de la normalización realizada

por RMA (Uizarry,2003), se muestran en la Figura 8.
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Flgura 8: Normalizac¡ón de los datos de microarreglos realizados a plantas de
Arabidopsis thaliana en situac¡ón control, estrés osmótico y estrés salino. Los gráficos
de cajas represenlan la diferencia de ¡ntensidad de los dalos de los 84 microarreglos ATH'l
Affymetr¡x, correspond¡entes a los datos crudos de las dist¡ntas condiciones experimentales
analizadas: controles, esvés osmótico y eslrés salino (A) en distintos tiempos y los datos
normalizados (B) usando RMA (lrizarry, 2003). Estos son gráf¡cos de cajas, donde la línea
negra central simbol¡za la media geómetra de cada distribuciÓn de datos, en azul se
muestra la d¡stribución del 50% de los datos y los restantes datos se grafican con las líneas
d¡sconl¡nuas en la parte infer¡or y super¡or de cada barra azul. Se observa una med¡a
geométr¡ca similar en el gráfico normalizado, a d¡ferenc¡a de una dispar en el no
normalizado, lo que ¡ndica que todos los datos son comparables entre ellos luego de ser
tratados con RMA.

Una vez que los chips f ueron normalizados, se compararon los datos de los

diferentes estreses con los respectivos controles. Se tiene el promed¡o de dos datos

por cada t¡empo (répl¡cas técnicas), los t¡empos empleados son 0; 0,5; 1; 3; 6; 12 y

24 h de exposición a la condición correspondiente. En la f¡gura g se muestran por

separado los datos correspondientes a la parte aérea y a la raíz, donde se grafican

las razones de los valores correspond¡entes a cada t¡empo en los estreses

evaluados, versus su control. En la figura se puede observar que ninguno de los

ITRG alcanza a cambiar su expresión dos veces con respecto al control (valor 2), lo

que sugiere que estos genes frente a las condic¡ones evaluadas puntualmente, no

muestran una expres¡ón o represión. Esto debido a que, en general se acepta una

variación efectiva en la expresión, cuando al menos se dobla el valor control. Se

A

Ch ips ATH 1
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ven pocos cambios en la expresión general de los ITRG, sin embargo, estos

cambios no son los esperados, por ejemplo el ITRG I aumenta su expresión en

estrés salino y estrés osmótico al mismo tiempo en las mueslras de parte aérea

(figura 3 A y B). Los genes de interés son aquellos que aumentan su expresión

frente a un estrés y dism¡nuyen frente a otro o se mantienen s¡n cambio frente a un

estrés y reaccionan frente a otro.
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Figura 9: Perfiles de expres¡ón de los ITRG correspond¡entes a datos de microarreglos
de estrés salino y osmót¡co. Se muestra la expresión relativa de los 12 genes
correspond¡entes a plantas Arab¡dops¡s tharana silvestres lratadas con estrés sal¡no y
osmótico. En A y B se muestran los perfiles de expresión obtenidos desde muestras de la
parte aérea, A corresponde a estrés salino (NaCl 150 mM)y B a estrés osmót¡co (Man¡tol
300mM).CyDcorrespondenalosdatosdelaraíz,Cmuestraestréssal¡noyDestrés
osmótico. Los valores lnd¡cados se obtuvieron haciendo la razón enlre la expresión
registrada en cada estrés dividida por el valor presentado en los tratamientos controles. La
línea roja presente en cada gráfico hace notar el valor de 1, el cual corresponde auna
expres¡ón s¡milar en los tratam¡entos y los controles. Estos datos provienen de promedios de
dos répl¡cas experimentales. fodos los datos fueron obtenidos desde la Base de datos
NASC (Craigon y cols., 2004).

T¡empo(hr)
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En la Figura 1ose muestran los pafones de expresión de los tres ITRG estudiados

en esta investigación. Se puede ver que los genes siguen un mismo patrón de

expresión en las dos condiciones de estrés analizadas, tanto en la raíz como en la

parte aérea. Aun así, el patrón de cambio en el tiempo presenta valores bajos para

ser consideradas como variaciones significativas y obtener conclus¡ones al respecto

del comportamiento del gen, por lo tanto en términos generales, se consideró que

no hubo un cambio de expresión en el tiempo, en las condiciones experimentales

utilizadas en los experimentos públicos.

0 0.5 13 61124 00.5 13 61224

§1 a2 A3
F¡gura 10: Perl¡les de expreslón de los ITRG seleccionados en este estud¡o. Se muestra
la expresión relativa de los tres genes correspondientes en tratamientos de estrés salino
(NaCl 150 mM) y osmótico (Manitol 300 mM) realizados a plantas de Arabidopsis thaliana
s¡lvestres. A la izqu¡erda (A) se muestran los perfiles de expresión obtenidos desde
muestras de la parte aérea correspond¡entes a estrás salino y estrés osmótico. En Ia
derecha (B) se muestran los datos de estrés salino y estrés osmót¡co de la raíz. Los valores
¡nd¡cados corresponden a la razón entre los niveles de transcrito en el tratamiento anal¡zado
y la condic¡ón control. La línea roja presente en cada gráfico indica el valor de 1, en que no
hay cambios en Ios n¡veles de transcrito en ambas cond¡c¡ones. Los datos ut¡l¡zados
corresponden al promedio de dos réplicas experimentales. Todos los datos fueron obtenidos
desde la Base de datos NASC(Cra¡gon et al., 2004),
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Horas desde el estrés
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De acuerdo a los resultados obtenidos, por el análisis de los perfiles de expres¡ón

de los ITRG y en particular de los 3 genes seleccionados, se encontró que no

varÍan su expresión de manera sustanc¡al. De esta forma, estos datos de

microarreglos no entregan una ¡nformación interesante para ser utilizada como

método de valoración enlre los d¡st¡ntos ITRG, sin embargo son interesantes desde

el punto de visla de la caracterización y descripción de los genes investigados.

3.2 Generación de S. cerevis¡ae transformadas con los genes de A,
thalian*on alta probabilidad de Bstar implicados en el transporte ¡ónico
0rBG).

Una vez que se seleccionaron los genes que poseen una alta probabilidad de estar

impl¡cados en el transporte iónico (ITRG), se empleó como estrateg¡a para

determinar su pos¡ble potencial en la modificación de la tolerancia al estrés salino,

el uso de un modelo heterólogo a las plantas, como lo son las levaduras.

Específicamente las levaduras Saccharomyces cerevisiae. Esta es una estrateg¡a

contundente para analizar el fenot¡po que puede ¡nduc¡r una transformac¡ón gén¡ca.

Para obtener levaduras que expresen los genes selecc¡onados, se debe realizar las

construcciones moleculares adecuadas. Es decir, aislar las secuenc¡as que

codifiquen para los genes de interés, luego clonar estas secuencias y determinar si

se encuentran íntegras en el clon. Se deben efectuar las debidas las verificaciones

moleculares, para estar seguros de los fragmentos clonados y de la futura correcta

expresión del producto génico. Posterior a clonar los marcos de lectura abierto en

vectores de clonamiento, mediante recombinación, se realiza el subclonamiento en

los vectores de expresión, con los cuales se transformaron las levaduras.
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3.2.1 Obtenc¡ón de las secueneias de A. thaliana correspond¡entes a los ITRG

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

3.2.1.1 Extracción y procesam¡ento de RNA de plantas s¡lvestres de A.
thaliana

Para obtener un RNA molde desde el cual amplificar las secuencias de interés se

extrajo RNA desde plántulas s¡lvestres de diez días de Arabidopsis thal¡ana Col-O

(Figura I 1). Poster¡ormente, se real¡zó transcr¡pc¡ón reversa util¡zando el RNA

extraído y un oligo que permite la retro-transcripción de todos los mRNA

mensajeros disponibles en el extracto de RNA, el partidor, oligo AP (ver sección

2.2.2.2 de materiales y métodos). En la Figura I1, se muesfa la calidad del RNA

empleado para hacer la transcripción reversa, mostrándose en la figura bandas

definidas, lo que garantiza la integridad del RNA extraído, vatidando el método de

extracción y asegurando que se t¡ene un material de amplificación inicial en óptimas

condiciones.

SM
Figura 11: Electroforesis de RNA en
condiciones denaturantes. En esta imagen
muestra la integr¡dad del RNA aislado de
plantulas se Arabidops¡s (M). S: estándar de
peso molecular de RNA.

3.2.1.2 Ampl¡ficación de los ITRG de A. thaliana.

Utilizando ¡as secuenc¡as correspondientes de los ITRG 1, 2 y 3 dispon¡bles en la

base de datos de Arabidopsis (www.arabidops¡s.org) se diseñaron los partidores de

,.,fr[t
,=-w
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manera de amplif icar la secuencia de oDNA correspondiente a los ITRG (sección

2.2.2.9 de materiales y métodos). Mediante PCR se verificó que estos partidores

amplifican una banda única del tamaño esperado para cada uno de los 3 genes de

interés, a panir del cDNA de plántulas de Arab¡dops¡s (Figura 12).

Figura 12: Eleclroforesis de los fragmentos amplif¡cados, correspond¡entes a los
marco de lectura abierto de ITRG 1,2 y 3. En Ia figura se mueslran los productos de
amlificación de PCR empleando los pares de partidores d¡señados para cada gen. Se
obtuvieron bandas del tamaño esperado para los tres ITBG. Se muestra la banda
amplificada con los partidores diseñados para el ITRGl (A, tamaño esperado: 723 pb),
ITRG2 (8, tamaño esperado: 786 pb), ITBG3 (C, tamaño esperado: 510 pb). S: estándar de
peso molecular-

3.2.2 Clonación de los marcos de lectura ab¡erto de ITRG 1, 2 y 3 en el vector
pCR8.

Para realizar este proceso se ut¡l¡zó la tecnología GATEWAY de INVITROGEN, la

que se basa en clonar los fragmentos de ¡nterés en un vector de entrada genérico

para posteriormente subclonar este fragmento en vectores de expresión

correspondientes al modelo biológico de interés. En esta ¡nvest¡gación se utilizó el

kit pCRS/GWiTOPO TA cloning, cuyo vector se emplea en adelante como

pCRS.Este vector es entregado por el proveedor de forma lineal, posee adheridas a

ITBG2s ITRGI

A. B.

lKb lKb
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las secuencias de sus extremos (attR l y attR2, claves para la recombinación

futura), enzimas topoisomerasa, las cuales real¡zan la reacción de ligación de los

fragmentos. Una vez clonados los ITRG en el vector, se secuencian los insertos y

se verifica la correcta formulación de las construcciones de interés, es decir su

posición con respecto al promotor, verificación de posibles mutaciones y presencia

o ausencia del codón de término según sea el ob¡etivo. Poster¡ormente esta

construcción se ut¡l¡za para rcalizar la recombinación homologa en sentido con

algún vector de destinación de ¡nterés. Lo cual permite gran plasticidad para utilizar

distintos vectores, con diferentes tipos de promotores (inducibles o constitutivos),

diferentes etiquetas para marcar las proteínas codificadas por los genes clonados,

en el extremo amino o carboxilo term¡nal de las mismas, etc.

3.2.2.f Ligación y cfonación de los ITRG en el vector pCR8.

Utilizando la tecnología GATEWAY, las secuencias correspond¡entes a los marcos

de lectura ab¡ertos de los ITRG se ligaron en el vector de entrada pCR8. De esta

manera se obt¡enen las construcc¡ones pCRS-lTRG1 , pCRS-lTRG2 y pCRS-|TRG3.

Para comprobar que se l¡garon correctamente los genes ITRG en el vector de

entrada, es decir que se encuentren en sentido con respecto al promotor, se realíza

una digestión con endonucleasas y se compara el palrón esperado en base a las

secuencias disponibles en las base de datos (www.arabidopsis.com). En la F¡gura

'13 se muestran las ¡mágenes de las electroforesis, donde se separaron los

fragmentos producidos al realizar las digestiones, empleando diferentes

endonucleasas para cada una de las construcciones real¡zadas con los ITRG i, 2 y

3 en pCR8.
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F¡gura 13: Electroforesis de los fragmentos de DNA productos de las digest¡ones
enz¡máticas realizadas a las construcciones efectuadas con pCRB y los ITRG 1,2 y
3.Comprobac¡ón de construcciones de entrada. Se muestran las electrofores¡s donde se
evaluaron las digestiones enzimáticas efectuadas a las construcc¡ones realizadas con pCBS
y los ITRG 1, 2 y 3 con el fin de determinar el correclo senlido de los genes clonados.
(A)Digest¡ón realizada con la enz¡ma EcoRV de la construcción pCBS-|TRG1 (3574 pb),
observándose bandas de menos de 3000 y cas¡ de 700 pb (bandas esperadas: 285'l y 690
pb). (B)Digestión efectuada con la enzima BamH'l y EcoRV de la construcción pCRS-|TRG2
(3602 pb), donde se observan bandas aproximadamenle menores de 1000 y 3000 pb en la
columna C3, C'l y C2 corresponden a clones en sentido contrar¡o al clon C3 (se esperaban
bandas de 2739 y 863 pb, por lo tanto el fragmento en C3 se encontraría en sentido
respecto a los sitios attRl y aü82, trabajando con este clon en los experimentos posteriores
(C)Digestión realizada con la enzima EcoBV de la construcc¡ón pCRS-|TRG3 (3329 pb)
donde se perciben bandas de próximas a 3000 y 300 pb (bandas esperadas:3010 pb y 31I
pb). S: Estándar de peso molecular. A1: muestra que contenía el resultado de la digestión
realizada a la construcción pCRS-lTRGl; C1, C2 y C3: distintas muestras que contenían el
resultado de d¡gest¡ones real¡zadas a posibles construcción pCRS-lTRG2 (selecc¡onando
C3); B1: muestra que contenía el resultado de la digestión real¡zada a la construcción pCRS-
ITRG3.

La construcc¡ón pCRS-|TRG1 tiene un tamaño de 3574 pb, para comprobar la

orientación de la secuencia clonada, con respecto a los s¡t¡os attRl y attR2 del

vector pCR8, se hizo una digestión con la enz¡ma EcoRV. Si el fragmento se

encontraba en sent¡do con respecto a los sitios de recombinac¡ón, se deberían

obtener fragmentos de 2851pb y 690 pb. M¡entras que si se encontraba en sentido

contrar¡o se tendrían bandas de 3289 pb y 285 pb. Como se ve en la Figura 13A, se

obtuvo el patrón de bandas que señalaba que el fragmento se encontraba en

sent¡do con respecto a los sitios de recomb¡nación (A1).

Al ligar pCRS con el fragmento ITRG2 se obtuvo una construcción que corresponde

a un tamaño de 3602 pb. Para determinar la orientación de la secuencia ligada con

c2B

a*,-a
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respecto a los sit¡os de recombinación del vector, se hizo una d¡gestión con las

enzimas BamHl y EcoRV. S¡ el fragmento se encontraba en sentido se deberían

obtener fragmentos de 2739 pb y 863 pb, mientras que si se encontraba en sentido

contrario se tendrían bandas de 3404 pb y 1170 pb. Se comprobó la orientación

sent¡do, tal como se muestra en la Figura 138. En esta figura se muestran 3 clones,

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

El tamaño de la construcción pCRS-|TRG3 es3574 pb. Para comprobar la

orientación de la secuenc¡a ligada con respecto al promotor del vector, se realizó

una digestión con las enzimas BamHl y EcoR31(EcoRV). Si el f ragmento se

encontraba en sentido se deberían obtener fragmentos de 3010 y 319 pb, mientras

que si se encontraba en sentido contrar¡o se obtendría sólo una banda de 3329 pb.

En la Figura 13C se observa el pafón de bandas correspondiente al gen lTRG3en

sent¡do con respecto a los s¡tios attRl y attR2 de pCR8.

3.2.2.2 Secuenciación de las construcciones pCR8.lTRG1, pGRS-ITRG2y
pCRS-lTRG3

Para determinar si las secuencias de los ITRG clonadas en el vector pCR8, que

poseían la orientac¡ón sent¡do con respecto a los sltios de recombinación (ver¡ficado

por digestión enzimática)se encontraban en buenas condiciones, se enviaron a

secuenciar a la empresa Macrogen. La secuenciación se realizó con los partidores

universales Ml3, cuyas Secuencias forman parte del plasmidio pCR8. Por lo tanto,

perm¡ten secuenc¡ar íntegramente los fragmentos clonados. Para las 3

construcciones se obtuvieron fragmentos clonados con un 100% de identidad con

respeclo a las secuencias disponibles en la base de datos www.arabidopsis.org.



65

fusión con EGFP respectivamente. Con estos dos tipos de vectores, podemos

evaluar el posible efecto diferencial de un epítope pequeño (1,2 kDa) como HA,

frente a una proteína de fusión con una proteína medianamente grande, como lo es

la proteÍna fluorescente verde, EGFP. Las digestiones obten¡das de las

construcciones obtenidas con los tres plasmidios antes menc¡onados se muestran

de manera resumida en la tabla 13. Con estas digestiones se comprobaron las

orientac¡ones de los insertos en las distintas construcciones, siguiendo adelante con

las construcciones que efect¡vamente presentaban una correcta orientac¡ón

respecto a cada promotor

Tablal3: Endonucleasas util¡zadas para ver¡licar las construcc¡ones con los vectores
de expresión en levaduras. Se informan las endonucleasas ut¡lizadas para realizar las
digestiones enzimáticas simples o dobles, con el objetivo de verificar el correcto sentido de
los inserlos en cada construcc¡ón. Además se ind¡can los distintos tamaños* de fragmentos
de DNA obtenidos, al realizar las digestiones enzimálicas. S: se refiere al correcto sentido
del marco lectura del gen con respecto al promotor. AS: se refiere a que el marco de lectura
está en sent¡do contrar¡o al promotor.

l-Xbal
5931 -674 544+424-95-36 41

-1099-674 3454- 2694 767

as 3854- 3530 527- 359 8182 3854- 2694-r074-512

' Se ut¡l¡zó electroforesis en geles d6 agarosa para determ¡nar los tamaños de los lragmentos de cada digestión, lo
que sólo permite una aproximac¡ón alfragmento esperado.

Además, para posible estudios futuros, se efectuaron recombinaciones con los

ITRG 1, 2 y 3 y el vector de expresión en plantas pGWB8. Pud¡éndose llevar a cabo

estudios de sobreexpres¡ón, permit¡endo el estudio en Arab¡dopsis u otras plantas

que sea posible transformar con el vector mencionado.

AS 3739 - 2970 6163 582 5976-488
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3.2.3 Transformación de levaduras Saccharomyces cerevisiae BY 4743 con
construcciones realizadas con las d¡stintas transformaciones real¡zadas.

Para evaluar el efecto que podría causar la expresión 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 Confirmación de las levaduras transformadas con las construcciones
realizadas con los lTRGen los vectores pYES-DESTS2, pAG426GPD-ccdB-HA
y pAGa26GPD-ccdB-GFP.

Para confirmar que las levaduras obtenidas de la üansformación fueran

efectivamente transformantes, en un primer paso, el que logre crecer en un

ambiente auxótrofo indica que se han transformado con el vector que le perm¡ten a

la levadura sintetizar uracilo, luego se real¡zó un PCR de colonias (no mostrado).

Donde de una manera rápida se evidencia que las levaduras sean transformantes.

Se obtuvieron los transformantes de interés, entre los pCRS-ITRG y los d¡stintos

vectores de destinación, s¡n embargo, el clon de levadura transformado con

pAG426GPD-lTGR2-HA no se logró conseguir.

3.2.3.2 Análisis de la acumulación de proteínas ITRG en levaduras med¡ante
Western blot

Una vez que se obtuvieron las levaduras transformantes, se procedió a estudiar su

acumulación al realizarse una correcta expresión de los genes ITRG en las distintas

construcciones, lo que nos indicaría si la proteína se produce en las levaduras

transformadas. Lo pr¡mero que se realizó fueron experimentos de western blot, esto

además nos entregara información del tamaño de las proteÍnas producidas en las



67

transformantes. En la tabla 14 se ¡nforman los valores de las bandas esperadas

para cada proteína de fusión, tomando en cuenta que los genes clonados, lTRG.l,

ITRG2 y ITRG3 codifican para proteínas de 27.5 kDa, 29kDa y 19kDa

respectivamente. Para los experimentos de expresión se contó con dos controles

negativos, uno es una construcción efectuada con el ITRG3 en sentido inverso con

respecto al promotor de la construcción (|TRG3 AS). Mientras el otro control

negat¡vo corresponde a los vectores de interés sin ningún gen inserto, a las que se

les llamó Sl .Es dec¡r los vectores desde los que se realizaron las construcciones,

pero conservando las secuencias que normalmente se eliminan al real¡zarse la

recombinac¡ón, como es la secuencia ccdb. En la Figura 14 se muestra un western

blot con proteínas extraídas de levaduras transformadas con las construcciones

realizadas con el vector pYES DESTs2. Se ev¡denc¡a la presenc¡a de proteínas

reconocidas por el ant¡cuerpo anti-Vs para los genes ITRG2 (carr¡l 1) e ITRG3

(carril 3). Correspondiendo aproximadamente el tamaño moleculares esperado para

la construcciónpYEs-lTRc2. Mientras que para la fusión realizada con el ITRG 3

seobserva una banda de mayor tamaño del esperado, de alrededor de 30kDa.

Estos resultados muestran que estas dos proteínas se están expresando, con

mayor grado de seguridad en el primer caso, debido a que en el carril 1, se muestra

una banda que concuerda con e¡ peso molecular calculado para la proteína

traducida a partir de la construcción pYES-ITRG2. Para pYES-|TRG l no se observa

acumulación de proteínas por este método. Esto podría explicarse por algún

problema relacionado con la disponibilidad o presencia del epítope.
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Tabla 14: Masas molares esperados de Ias proteínas cod¡f¡cadas en las dist¡ntas
consirucciones. En la tabla se informan las masas molares de las proteínas de fusión
esperadas. El epitope V5-HIS tiene un tamaño de aproximadamente 4kDa, el ep¡tope HA
1,2 kDa y la proteína EGFP 26kDa.

26kDa 31-5 kDa 29kDa

29kDa 33kDa

ITRG 3 lgkDa 23kDa 20kDa

ITRG 1

ITRG 2

53kDa

55kDa

45kDa

IfRG 2 ITRG 1 ITRG 3 ITRG3AS SI

Figura 14: Detección de las proteínas lTRGl, ¡TRG2 e ITRG3 mediante Western blot en
extractos proteicos de levaduras transformadas con lag construcciones
correspondientes. Las muestras utilizadas corresponden a extractos prote¡cos de
levaduras transformadas con las construcciones realizadas con pYES y |TRG2, |TRGI,
|TRG3, ITRG3 AS, y Sl respectivamente. Se observa una banda de masa molar superior a
30kDa para pYES-|TRG2 y una banda de un tamaño ¡evemente menor para Ia construcción
pYES-lTBG3. Se empleó el estándar de peso molecular no teñido de fermentas, algunas de
sus bandas están señaladas a la izquierda de la ¡magen. Se empleó el anlicuerpo primario
oV5.

'iri¡* - :tr*
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3.2.3.3 Anál¡sis de la acumulación de proteínas de fus¡ón ITRG1, 2 y 3 con
EGFPen levaduras transformadas con las construcciones pAG426GPD-ITRG'

GFP

Para evidenciar el correcto proceso de expresión génica y posterior acumulación de

proteínas en las levaduras transformantes, se realizaron construcciones con un

vector que permite la fusión de los ITRG con la proteína fluorescente verde

aumentada (EGFP). Junto con lo anterior, esta técnica permite determinar la

localización subcelular de las proteínas de fusión. Las levaduras transformadas

observaron mediante microscopía confocal. Los resultados se exponen en la Figura

15, donde se observa la señal de fluorescencia en las levaduras transformadas con

las construcciones que poseen los genes |TRGl, |TRG2, ITBG3. 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 construcción que posee el ITRG 1, 2 y 3 se aprecia fluorescencia.

Confirmando la acumulación de las proteínas de fusión 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

fluorescenc¡a en el citoplasma.

Además, para la construcción realizada con el ORF |TRG2, se ve cierta

acumulación en la membrana que puede deberse a la imagen reg¡strada.
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ITRG 1.

ITRG2

ITRG 3

ITRG 3 AS

SI

F¡gura 1s:Las proteínas de fusión ITRG 1,|TRG 2 e ITRG.3 con EGFP se acumulan en

las tevaduras transformantes. irág";"t obtenidas.. mediante m¡croscopía c9nf991l-d-e

levaduras transformadas con ras cáñsÍuóciones realizadas-con el vector pAG426GPD-

""¿riérÉ 
v lo. é"nu. setecc¡onáoosliÁG1 , lrRG2' lrRG3' lrRG 3 AS Además del vector

;ffiá; isu. Éñ Á, o' c' ¡, li¡ ié muestran las imágenes corresDondientes a EGFP' B' E'

H. K. N corresponden a las ¡,ág;#;;cl-mü"türo en c' r' l' L' o se indica la

supeiposición dá 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 transf ormadas con pAG426GPD-

ITRGI -GFP y pAG426GPD-|TRG3-GFP se observa una localización uniforme en

toda la célula, la cual se asociaría al citoplasma, en tanto las levaduras

transformadas por pAG426GPD-lTRG2-GFP, se perc¡be una localización cercana a

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

3.3 Evaluación de la tolerancia a condiciones salinas estresantes en S.
cetevis¡ae lransformada con las construcciones que poseen ITRG 1, ITRG 2 y
ITRG 3.

Para evaluar el comportamiento de las diferentes levaduras transformadas frente al

tratamiento con distintos cationes metálicos, se realizaron ensayos de tolerancia.

Estos ensayos se efectuaron en cult¡vos líquidos de levaduras crecidas en distintas

concentraciones de cationes metálicos. En estos experimentos se evaluó el

crec¡miento de las levaduras, midiendo la densidad óptica de los cult¡vos a través

del t¡empo. De esta manera se evaluó la capac¡dad de crecimiento de las levaduras

sometidas a esfés salino, entendiéndose este como estrés a distintas sales como

NaCl, CuSoz, ZnCl2, etc.

Se estudió el efecto en el crecimiento de las levaduras al ser ¡ncubadas con los

cationes metálicos; sodio (Na.), zinc (zn2-), cobre (Cu2*), cadmio (Cd'z.) y cobalto

(co'?.). cada exper¡mento se efectuó al menos por duplicado, donde en cada

oportun¡dad se hicieron triplicados técnicos de los tratamientos. Los valores

informados fueron relat¡v¡zados a la poblac¡ón de levaduras del tiempo inicial. Es

decir, corresponden a la razón entre el promedio de la medición en un t¡empo dado

y el promedio registrado al inicio del experimento (tiempo cero). Los valores en

cada punto se informan con su respect¡vo error estándar. Los exper¡mentos de
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tolerancia se real¡zaron con levaduras transformadas con los tres tipos de

construcciones realizadas, es decir, las conslrucciones efectuadas para los ITRG

1 , 2 y 3 (además de los controles respectivos), empleando los vectores pYES-

DEST52,pAGa26GPD-ccdB-HA y pAG426G PD-ccdB-G FP.

3.3.1 Evaluación de la toleranc¡aa cat¡ones metálicos presentadas por S.
cerevisiae que expresan los ITRG 1, 2 y 3 ba¡o el control del promotor
inducible por galactosa.

Se evaluó el crecim¡ento de las levaduras transformadas con las construcciones

realizadas con el vector que posee un promotor inducible por galactosa, pYES-

DESTs2. Para ello, las levaduras transformadas con estas construcciones, fueron

previamente crecidas en un medio que cont¡ene rafinosa para permitir una

inducción más rápida y eficiente del promotor, al agregar la galactosa. Luego de 6 h

de la inducción con galactosa, se regiskó y mon¡toreó el crec¡m¡ento de los cultivos

de levadura en presencia de los distintos cationes metálicos. En la F¡gura 1 6 se

muestran las curvas de crecimiento, correspond¡entes a las levaduras

transformadas con la construcción pYES-ITRG 1 .

En los gráf icos de la Figura 16 se muestra que los cultivos de levaduras

transformadas con la construcción pYES-ITRG 1, presentan tolerancia

notablemente mayor que las levaduras control (transformadas con el vector vacío)

en los medios que poseen Nat, zn2t, Co2' y Cd2*, en las 3 concentraciones

evaluadas, para cada uno de ellos. En tanto, para el Cu2* se ve una mayor

toleranc¡a de las levaduras transformadas con la construcción pYES-ITRG 1 en la

concentración de 1 mM. Para el Zn2. (Figura l68) se observa un comportam¡ento

similar de las levaduras sometidas a las 2 concentraciones más bajas, sin embargo

en la concentración de 10 mM (la más alta evaluada) de Znz*existe un menor grado



de tolerancia, pero, de todas formas es mayor que su respectivo control. En los

tratam¡entos con cobre se puede observar que en la concentración más baja, las

levaduras logran crecer más que las controles, pero con una leve diferencia.
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F¡gura 16: Tolerancia de
levaduras transformadas con
la construcción pYES- ITBG 1.
Se muestra la tolerancia de
levaduras transformanles en
presencia de NaCl (A), ZnCl, (B),
CoClr(C). CUSO, (D) y CdClz(E).
Se evaluaron 3 concentraciones
para cada sal metálica, ind¡cadas
en la figura. En las gráficas se
¡nforma el crecimiento
relativizado al tiempo inicial. +
, y {b corresponden a las
distintas concenfaciones de los
cationes metál¡cos con las que
fueron incubados los cultivos
transformados con pYES- ITRG
1. *, y ,r} corresponden a
las d¡stintas concentraciones de
los cat¡ones metálicos con las
cuales fueron incubadas los

de levaduras
lransformadas con el vector sin
inserto, Los experimentos se
realizaron luego de 6 h de la
inducción con galactosa. Cada
punto graf¡cado corresponde a
un promedio y al error estándar-
Se realizó la prueba de t, con
corrección de Welch para
determinar diferencias
estadísticas simbol¡zadas 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 más que el control. El

comportam¡ento de cultivos de levaduras transformadas con la construcción pYES-

ITRG 2 se muestran en Ia f¡gura 17.Las levaduras transformadas con la

construcc¡ón que posee el marco abierto de lectura de lTRc2presentan mayor

tolerancia al cat¡ón sodio, cuando este metal se encuentra a una concentración de

100 mM, alcanzando a ser cuatro veces más alta que el control sin ¡nserto (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 mostró hasta 5 veces mayor toleranc¡a con

respecto al control (Figura 178).Al efectuar la incubación con cobalto, los cultivos

somet¡dos a 100 UM y 250 ¡rM mostraron un crecimiento aproximado de 4 veces el

reg¡strado para los controles(Figura 17 C).El crec¡m¡ento relat¡vo observado para ¡as

incubaciones con cobre evídencia diferencias para la concentración más bala

evaluada (500 mM).En tanto, para las otras dos concentrac¡ones 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 observó 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 crec¡m¡ento mostrado por el control. Con lo observado, se

puede determinar que las levaduras transformadas con la construcción pYES-

ITRG2 presentan una tolerancia múltiple. Es decir, se logran mayores toleranc¡as

que en las cepas con el vector vac¡ó, en gran parte del estudio efectuado.
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F¡gura 17: Tolerancia de
levaduras transformadas
con pYES- ITBG 2. Se
muestra la tolerancia de
levaduras transformantes en
presencia de NaCl (A), ZnCl,
(B), CoClr(C), CuSOz (D) y
CdCl, (E). Se evaluaron 3
concentrac¡ones para cada sal
metálica, ind¡cadas en la
figura. En las gráf¡cas se
¡nforma el crecimiento relativo
al tiempo inic¡al. +, y
* corresponden a las
distintas concentraciones de
los cationes metálicos con las
que fueron ¡ncubados Ios
cultivos transformados con
pYES-ITRG 2. O, y *
corresponden a las distintas
concentrac¡ones de los
cationes metál¡cos con las
cuales fueron ¡ncubadas los
cultivos de levaduras
transformadas con el vector
s¡n ¡nserto- Los experimentos
se realizaron luego de 6 h de
una ¡nducc¡ón con galactosa.
Cada punto graficado
corresponde a un promedio y
al error estándar. Se realizó la
prueba de t, con corrección de
Welch para determinar
diferencias estadísticas
simbolizadas con -.
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El resultado de los experimentos realizados para determinar la tolerancia de las

levaduras lransformadas con la construcción 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 d¡ferencia en la tolerancia de las levaduras transformadas con ITRG 3

frente al control en los 100 mM, mostrando 4 veces mayor crecim¡ento relativo. En

los tratamientos con las otras dos concentraciones de sodio, el crecimiento es

sim¡lar a los controles. Aunque al final del seguimiento (12 h), aumenta levemente la

diferencia.

Al analizar los resultados obtenidos para los tratamientos realizados con Zn2'

(Figura l8B),se ve una d¡ferenc¡a en el crecim¡ento sin embargo no se observa una

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

En la Figura l8 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

|TRG3, al comportarse de manera similar a los controles no manif¡estan tolerancia

n¡ sens¡b¡l¡dad al cobalto.

En los tratamientos realizados con Cu2* 500 ¡.rM y 1 mM hay una diferencia notoria

entre las levaduras que expresan ITRG 3 con los controles, en tanto para la otra

concentración 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

concentrac¡ón del metal, menos crecen las levaduras. Mostrando una diferencia de

hasta aproximadamente seis veces en la concentración de 0.5 mM.
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Para los tratam¡entos con Cd2t(Figura 18, E), se aprecia una mayor tolerancia en

las tres concentrac¡ones evaluadas, moslrando 3 o 4 veces el crecimiento relativo

en comparación con el control. De esta forma, en general, se enconfó que al

transformar levaduras con una construcción que posee el gen ITRG 3, comanda por

un promotor induc¡ble por galactosa, éstas poseen una tolerancia selectiva,

part¡cularmente a Sod¡o, Zinc, Cobre y Cadm¡o.
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Figura 18: Tolerancia de
levadufas transformadas
con pYES- ITRG 3. Se
muestra Ia toleranc¡a de las
levaduras transformantes a
Na: (A), zn2- (B), co'?.(c),
Cu'.(D) y Cd'-(E). Se
evaluaron 3 concentraciones
para cada metal, indicadas
en la figura. En las gráficas
se informa el crecimiento
relat¡vo al t¡empo ¡nicial.
Cada punto graficado
corresponde a un promedio
y al error estándar. + , :

y*conespondenalas
distintas concentrac¡ones de
los cationes metál¡cos con
las que fueron ¡ncubados los
cultivos transformados con
PYES' ITRG 3. O, , y +
corresponden a las dist¡ntas
concentraciones* de los
cationes metálicos con las
cuales fueron incubadas los
cultivos de levaduras
transformadas con la
construcc¡ón pYES-W. Los
experimentos se real¡zaron
una vez que previamente,
por un tiempo de 6 h, se
¡ndujeron con galactosa los
promolores de las
construcc¡ones
transformadas en las
levadufas. ': tndicadas en ta rigLrra.
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3.3.2 Evaluación de la tolerancia de S. cerevisiae transformadas
construcciones de promotor con expresión const¡tutiva.

Para determ¡nar el comportamiento de levaduras con una expresión permanente de

las proteínas codificadas por los genes ITRG, se transformaron levaduras con

construcc¡ones en vectores con promotor constitutivo (promotor GPD426)

comandando la expresión de los genes ITRG. Luego, se realizó el estudio de la

toleranc¡a de las levaduras transformantes.

Con el objetivo de determlnar si el tamaño o el tipo de secuencia usada para

¡dentificar las proteínas ITRG podrían influir en la acumulación de estas, o b¡en en

el crec¡m¡ento frente a incubaciones con cat¡ones metálicos, se diseñaron y

realizaron dos t¡pos de construcc¡ones.

3.3.2.1 Evaluación de la tolerancia de S. cerevisiae translormadas con las
construcc¡ones real¡zadas con el vector pAG426GPD-ccdBHA.

Para realizar los exper¡mentos correspondientes a las levaduras transformadas con

las construcciones pAG426GPD-ITRG'I-HA y pAG426GPD-|TRG3-HA, un pre-

inoculo de 12 horas de crecimiento previo fue utilizado como cultivo de partida, para

luego ser incubadas con los distintos cationes metálicos. Los resultados para las

levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG 1-HA y pAG426GPD-ITRG 3-HA

se reg¡straron durante 20 h, para observar los efectos a más largos plazos.

En la Figura 19, parte A, se muestra que en presencia de Na. 100 mM las

levaduras transformadas con pAG426GPD-|TRG l-HA, presentan menor

crecimiento que las transformadas con pAG426GPD-ccdB-HA (vector control, s¡n

inserto), mostrando d¡ferenc¡as de alrededor de un 25y" con respecto al crecimiento

mostrado por las levaduras que poseen la construcción con el ORF de ITBG 1. En
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tanto, los cult¡vos somet¡dos a 500 mM y 1000 mM se comportan de manera similar

las levaduras transformadas con el ORF de ITRGI y los que poseen el vector sin

¡nserto.

Al coincubar las levaduras con Zn2*, se observó que presentan un mayor

crecimiento aquellas lransformadas con el vector sin inserto, en comparación con

las levaduras que poseen una construcción que incluye |TRG1, 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 m¡sma tasa al someterlas a una concentración de 500 pM, 1mM y 10 mM, al

igual que las levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-ITRG l-

HA, pero en menor grado, como se ve en la Figura 19 B. Esto indicaría que las

d¡stintas concentrac¡ones no afectan de manera diferencial a los cultivos, no así

como el que estén o no transformadas con ITGR1 .

Los cultivos de levaduras transformados con la construcción pAG426GPD-ITRG 1

HA se muestran más sensibles al cobalto (Figura 19C) en comparac¡ón con las

transformadas con el vector sin ¡nserto. Mostrando las levaduras transformadas con

el vector sin inserto un crecim¡enlo dosis dependiente, mientras mayor es la

concentración del metal, menor es el crecim¡ento. En los experimentos realizados

con cobre, se observó una inestab¡l¡dad en las curvas de crecimiento, no

pudiéndose determinar diferencias de en este parámetro. Esto se puede observar

en la F¡gura 19 D. Al someter a las levaduras a d¡st¡ntas concentraciones de

cadmio, se observó que las transformadas con el vector s¡n inserto poseen mayor

crecimiento que aquellas transformadas con la construcción pAG426GPD-|TRG1-
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HA. Visualizándose que las levaduras transformadas con el vector sin ¡nserto

muestran un crec¡miento dosis dependiente, en el que hay un mayor crec¡m¡ento a

medida que aumenta la concentración (Figura 19 E).
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F¡gura 19: Tolerancia de
levaduras transformadas
con pAG426GPD.|TRG 1-
HA. Se muestra la tolerancia
de las levaduras
transformantes a Na. (A),
zn'?. (B), co'z*(c), cu'?-(o) y
Cd'?.(E). Se evaluaron 3
concentraciones para cada
metal, indicadas en la figura.
En las gráficas se inlorma el
crecimiento relativo al
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En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos en términos de tolerancia

para las levaduras transformadas con la construcción pAGa26GPD-lTRGIHA.

En la parte A de la Figura 20se observa que hasta 14 h después de incubadas con

sod¡o, el crecimiento es muy s¡milar, sin embargo después de este periodo, cambia,

mostrando más tolerancia las levaduras que poseen ITRG3 en comparación con las

que poseen el vector sin ¡nserto en 100 mM y 500 mM de Na'.

Los cult¡vos de levaduras transformados con el ORF de ITRG3 al ser coincubados

con zinc (Figura 208), muestran un comportamiento similar para las levaduras que

tienen el inserto de ITRG 3 y aquellas con el vector sin inserto. Además, las curvas

de crecimiento para las distintas concentraciones de este metal descrlben las

mismas tendencias y valores.

Al tratar las levaduras con cobalto (Figura 20C) se observa un comportamiento

similar de las curvas de crec¡miento de las levaduras que poseen el ORF de ITRG 3

y aquellas con el vector sin inserto. Sin embargo, entre las I y las 1 4 h del

tratamiento con cobalto 0.1 mM, se ve un pequeño crec¡m¡ento diferencial mayor de

las levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-|TRG3-HA en

comparación con las transformadas con el vector sin inserto.

En los experimentos real¡zados con cobre (Figura 20 D),las levaduras

transformadas con la construcción 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 ¡nserto, se comportan de la misma forma, sin

registrar crec¡miento.

En los tratamienlos con cadmio, las curvas observadas para cada concenüac¡ón

(Figura 20E), son similares al comparar las levaduras transformadas con la

construcción pAG426GPD-lTRG3-HA y las transformadas con el vector sin inserto.
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Figura 20: Toleranc¡a de
levaduras transformadas
con pAG426GPD-ITRG 3-
HA. Se muestra la tolerancia
de las levaduras
transformantes a Na' (A),

zn'. (B), co'?.(c), cut.(rj) y
Cd'z-(E). Se evaluaron 3
concentraciones para cada
metal, ind¡cadas en la figura.
En las gráf¡cas se ¡nforma el
crecim¡ento relativo al
tiempo ¡n¡c¡al. Cada punto
graf¡cado corresponde a un
promedio y al error estándar.
+, y 'É
corresponden a las distintas
concentraciones de los
cationes metálicos con las
que fueron incubados los
cultivos transformados con
pAG426GPD-ITRG 3 -HA.
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a las distintas
concentraó¡ones de los
cationes metál¡cos con las
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3.3.2,2 Evaluación de la tolerancia de S. cerevisrl?e transformadas con
construcc¡ones realizadas con el vector pAG426GPD-ccdB-GFP.

Para determinar el comportamiento de las levaduras transformadas con

construcc¡ones que tuvieran un promotor constitutivo y una proteína marcadora

fusionada, como EGFP, se realizaron los análisis que serán detallados. Además es

¡nteresante determinar si existe alguna d¡ferencia al et¡quetar proteínas, con

pequeñas moléculas como HA, o grandes moléculas como lo es EGFP, ambas

moléculas de fusión comandadas por el mismo promotor. Se transformaron

levaduras con las construcciones pAG426GPD-ITRG1 -GFP, pAG426GPD-|TRG2-

GFP y pAG426GPD-|TRG3-GFP, con estas transformantes se efectuaron

experimentos de tolerancia análogos a los descr¡tos anteriormente para las

levaduras transformadas con las distintas construcciones que codifican proteínas

fus¡onadas al epitope HA.

En la Figura 21 se muestran las curvas de crecimiento descritas para las

incubaciones con los d¡stintos metales para las levaduras transformadas con la

construcción pAG426GPD-|TRG1 -GFP. En Figura 214 se observa que al someter

las levaduras a una concentración 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. M¡entras que con sod¡o 1000 mM se observa un comportamiento

similar en ambos tipos de cultivos.

En la F¡gura 2l, parte B se muestra que los cult¡vos de levaduras transformadas

con la construcción 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 mM y 10 mM).
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Figura 21: Tolerancia de
levadufas transtormadas
con pAG426GPD-ITRG 1-
GFP. Se muestra la
lolerancia de las levaduras
transformantes a Na- (A),
znl (B), co'?-(c), cu'.1o¡ y
Cdz*(E). Se evaluaron 3
concentrac¡ones para cada
metal, ¡nd¡cadas en la figura.
En las gráficas se informa el
crecimiento relat¡vo al
tiempo ¡nic¡al. Cada punto
graficado corresponde a un
promedio y al error estándar.
+, '#' y 't,
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concentraciones de los
cationes metálicos con las
que fueron incubados los
cull¡vos transformados con
pAG426GPD-tTRG 1-GFP.
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a las distintas
concentraciones de los
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En los tratamientos realizados con cobalto (Figura 21 C), se muestra que para la

concentración de 0.1 mM, entre las 10 y.l4 h después de iniciar la co-incubación

con el metal, las levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-ITRG 1-

GFP, tienen un mayor crec¡m¡ento que las transformadas con el vector sin inserto.

Mientras que en las otras dos concentraciones finales utilizadas ocurrió lo contrario,

aunque es difícil determinar exactamente si existen diferencias, debido a lo cercano

que se presentan las curvas.

Al analizar el crec¡m¡ento reg¡strado por los cult¡vos de levaduras al ser co-

incubadas con cobre (Figura 21 D), se observa que para las concentraciones de 0.5

mM y I mM, en promed¡o, crecen levemente más las levaduras que poseen |TRG1,

en comparación con las transformadas con el vector sin inserto. En los

exper¡mentos realizados con Cd2t(Figura 21 E), se enconlró que a 0.025 mM de

este melal, las levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-ITRG1-

GFP muestran leve mayor crecimiento que las transformadas con el vector s¡n

inserto. A pesar de lo anter¡or, es difícil determ¡nar un mayor o menor crecimiento

por parte de las distintas levaduras, debido a que en general el crecim¡ento fue

similar para todas las concentrac¡ones.

A modo de resumen, según lo observado, las levaduras transformadas con la

construcción pAG426GPD-|TRG1-GFP muestran una leve tolerancia hacia las

menores concentraciones de los metales co2*, cu2* y cd2t. sin embargo en

ninguna coincubación se observaron diferencias significativas que permitan conclu¡r

o determ¡nar una tendencia o una tolerancia total.

En la Figura 22 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la tolerancia en

levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-|TRG2-GFP, en

comparación con las transformadas con el vector s¡n inserto.
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Figura 22: Tolerancla de
levaduras transformadas
con pAG426GPD.|TRG 2-
GFP, Se muestra la
tolerancia de las levaduras
transformanles a Na- (A),
zn1 (B), co'?-(c), cu2t1o¡ y
Cd*(E). Se evaluaron 3
concentraciones para cada
metal, indicadas en la figura.
En Ias gráficas se informa el
crecimiento relat¡vo al
t¡empo ¡nicial. Cada punto
graficado corresponde a un
promedio y al eror estándar.
+, {t y *
corresponden a las d¡stintas
concentraciones de los
cationes metálicos con las
que fueron incubados los
cultivos transformados con
pAG426GPD-ITRG 2-GFP
O,.i.!y*corresponden
a las distintas
concentraciones de los
cationes metálicos con las
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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 más tolerantes que las que poseen el

ORF de ITRG 2. El control presenta mayor crecimiento con 100 mM que con 500

mM y registrándose los menores valores con 1M. Se muestra además 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 228) se observa que los cultivos

que poseen levaduras transformadas con el vector s¡n ¡nserto, crecen más que las

transformadas con el ORF de ITRG 2. Estos últ¡mos muestran un crec¡miento

s¡milar 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 cult¡vos

controles crecen más que aquellos que poseen el ITRG 2. Al incubar las levaduras

transformantes con cobre en d¡st¡ntas concenlrac¡ones (Figwa 22 D), se observó

que para las dos concentraciones menores (0.5 mM y 1 mM) las levaduras

transformadas con el vector sin inserto muestran un crec¡miento mayor que las

transformadas con la construcción pAG426GPD-lTRG2-GFP, mientras que cuando

se someten las levaduras a una concentración final de 3 mM de cobre, estas no

presentan crec¡miento diferencial significativo entre las levaduras transformadas

con el ORF de ITRG2 y el control.

Los exper¡mentos llevados a cabo incubando levaduras transformantes con cadmio

se muestran en la parte E de la Figura 22, ahí se observa un comportamiento

bifásico. Hasta aproximadamente 12 h desde que se inicia la incubación con el

metal, las levaduras que poseen el inserto correspond¡ente al ORF de ITRG 2

muestran mayor crecimiento que las transformadas con el vector sin inserto, sin

embargo después de las 12 h, el comportam¡ento 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 concenfaciones. Entonces, las levaduras que poseen la construcción

pAG426GPD-|TRG2-GFP en presenc¡a de cadmio, muestran un comportamiento

dependiente del tiempo de exposición al metal.
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Figura 23: Tolerancia de
levaduras transformadas
con pAG426GPDITRG 3-
GFP. Se muestra la toleranc¡a
de las levaduras
transformantes a Na* (A). Znz*
(B)* Co&(C). Cu'i(ó) y
Cd'-(E). Se evaluaron 3
concentraciones para cada
metal, indicadas en la figura.
En las gráficas se ¡nforma el
crecimiento relat¡vo al t¡empo
in¡c¡al. Cada punto graficado
corresponde a un promedio y
al error estándar. *, y
+ corresponden a las
distintas concentraciones de
los cationes metá¡icos con las
que fueron ¡ncubados los
cultivos transformados con
pAG426GPD-ITRG 3-cFP O,
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En la Figura 23 se observa el crecimiento de cultivo de levaduras transformadas

con la construcc¡ón pAG426GPD-ITRG 3-GFP frente a cultivos de levaduras

controles.

En la Figura 234 se observa el crecimiento de los cultivos de levaduras

coincubados con sodio, se ve que a la concentración de 100 mM las levaduras

controles crecen alrededor de 2.5 veces más que las que poseen el inserto de ITRG

3. Este comportamiento también se observa a 500 mM, pero en menor grado. En la

mayor concentración de sodio, 1000 mM, el comportam¡ento es similar entre ambos

tipos de transformantes.

En los tratamientos con zinc (Figura 238) se observa que para las tres

concentraciones ut¡lizadas, 0,'1 mM, 5mM y 1 0 mM los cultivos de levaduras

transformadas con el vector sin inserto tienen un mayor crecimiento que aquellas

que poseen el inserto del |TRG3. Las levaduras controles muestran una menor tasa

de crec¡m¡ento a medida que aumenta la concentrac¡ón de zinc.

Al incubar las levaduras transformadas con cadmio (Figura 23C), las controles

crecen más que las transformadas con la construcción 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, m¡entras que para la concentración más

alta, de 0.5 mM el crecimiento baja, acercándose al mostrado por las levaduras que

poseen el ORF de ITRG3 f usionado a EGFP.

En la Figura 23D, se observa que al incubar las levaduras que poseen el ORF de

ITRG a cobre, estas presentan un crec¡miento ¡n¡cial que luego se detiene,

alrededor de las 6 h, tanto para la concentración de 0-5 y 1 mM de cobre,

alcanzando niveles de crecimiento relativo similares. Mostrando sensibilidad luego

de las 6 h, en comparación con los controles. Para cobre 3mM no se observaron
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diferenclas en el crecim¡ento entre el conüol y las levaduras que poseen el ORF de

|TRG3fusionadoaEGFP.

En Io mostrado en tratamientos de incubac¡ón con cobalto para las levaduras

transformadas pAG426GPD-lTRG3-GFP(Figura 23E), se aprecia que tienen un

compo(amiento similar a las levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG 2-

GFP, es decir muestran gráf¡cas de crec¡miento b¡fásicas, donde en una etapa

temprana del tratam¡ento muestran mayores tasas de crecimiento que los controles,

hasta alrededor de las l2 horas, luego de este tiempo, se hacen más sensibles al

metal en todas las concentraciones evaluadas de cobalto.

En resumen, las construcciones realizadas para los ORF codif¡cantes para ITRG 2 y

ITRG 3, comandadas baio el promotor 426GPD y fusionadas con EGFP inducen

sens¡bilidad a las levaduras para Na*, Zn2*, Co2* y Cu2*. El fenómeno del Cd2* es

d¡stinto debido a que se observa un comportamiento bifásico depend¡ente del

tiempo, lo cual podría estar involucrado con una pos¡ble alteración en la fis¡ología

de la levadura.

También se realizaron pruebas de toleraneia con los controles utilizados en los

experimentos relacionados con la acumulación de proteínas (Sección 3.2.3.1). Es

decir, levaduras transformadas con construcciones que incluían ITRG 3 AS y

Gonst4 (datos no mostrados), observándose un comportamiento sim¡lar a los

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

4.1 Selección y caracterización de genes de A.thaliana relacionados a la
función de transporte iónico.

4.1 .1 Genes con alta probab¡lidad de estar involucrados en el metabolismo iónico.

En la red de co-expresión realizada se evaluó el enriquecimiento de una et¡queta de

GO panicular, transporte iónico (GO:000681 1, lon transport). Se estudió qué genes,

en el genoma de Arabiopsis thaliana, fueron conectados por genes que poseían

esta etiqueta. Esta parte de la invest¡gación fue realizada por el Dr. Alexander

Vergara. El análisis se efectuó mediante dos mecanismos, por s¡mple conteo del

vecindario más próximo y utilizando el método de enriquecimiento hipergeométr¡co

(Sharan et al., 2O07). 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 análisis no estima la

pos¡ble sobrerrepresentac¡ón que pudiera tener esta etiqueta en el genoma, es

decir, cuan " impura" o "promiscua" puede ser la denominación de la etiqueta,

debido a que en todo el genoma existen genes presentes en procesos metabólicos

generales, por lo tanto aparecen representados en múlt¡ples condic¡ones. Por otro

lado se encuentra el enriquecimiento hipergeométrico, basado en el modelo de

d¡stribuc¡ón h¡pergeoméfica, el cual corresponde a una distribución discreta

relac¡onada con muestreos aleatorios y sin reemplazo de datos. Este método
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contempla el factor de sobre representación de una determ¡nada etiqueta,

encontrando con mayor exactitud los mejores resultados. En base a este punto,

pareciera ser que el análisis más certero es el enriquecimiento h¡pergeométrico, s¡n

embargo entrega un bajo número de resultados que podrían de.lar a buenos

candidatos fuera del análisis- Por lo tanto se debe trabajar con un equilibrio entre

estos dos métodos, es decir, conocer ambos resu¡tados y en base a estos, lograr

encontrar los mejores genes candidatos para estar implicados en un proceso

biológico, tener una determinada función molecular y ubicación celular. Para la

investigación realizada, la red contó con ambos análisis y las debidas pruebas de

validación, 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 biológica

planteada, contemplando las fortalezas y debilidades del conteo de vecindario y el

enriquecimiento hipergeométrico.

No obstante, otro aspecto importante es el conocimiento de las func¡ones de los

genes seleccionados, disponibles a la fecha en trabaios c¡entíf¡cos y bases de datos

donde esta información se concentra. Es imprescindible el análisis de los datos

existentes ya que permite obtener argumentos para discriminar entre diferentes

opc¡ones durante la investigación. Esto es l¡mitado e incompleto, ya que por

ejemplo, hasta en la última actualización del TAIR, en Noviembre del año 2010, se

conocían sólo las funciones moleculares de un 60% del genoma de Arabidopsis

thaliana (www.arabidops¡s.org, Noviembre 2010). La información obtenida, cruzada

con nuestros intereses permitió definir un criter¡o para analizar los datos entregados

por la red de coexpresión.

Ex¡sten múltiples estudios de co-expresión realizados en distintos organismos,

incluyendo Arabidopsis, donde estos anál¡s¡s 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:Aoki y col.

2007). Por lo tanto, contemplando esta experiencia, determinamos que nuestra

propuesta representa una excelente herramienta de búsqueda de nuevos genes

¡mpl¡cados en un proceso determinado. La cual, es dist¡nta a lo que se ha hecho

clásicamente en la búsqueda de nuevos genes como la mutación al aza¡ o la

genotipif icac¡ón de cepas ertremófilas. En esta investigación se buscaron genes

nuevos involucrados en el transporte iónico, que pudieran abrir una nueva línea de

investigación relacionada con la tolerancia a estrés salino y estrés por metales

pesados.

Los 12 genes encontrados mediante el análisis de coexpresión de vecindario

poseen una alta posibilidad de estar involucrados en el proceso de transporte

iónico, debido a que ut¡l¡zamos como método de co¡nc¡dencia ¡a et¡queta molecular

transporte ¡ónico. Al analizar las etiquetas moleculares (GO) de los genes vecinos a

los doce genes identificados en la red de co-expresión, cada uno de ellos, se

enconfó que las etiquetas sobre-representadas son transporte iónico y transporte

de cat¡ones (Figura 7). Este hecho apoya plenamente la red realizada, debido a que

aquellos genes conectados con los pertenec¡entes a la lista de los ITRG, poseen el

mismo GO de transporte iónico o uno altamente relacionado con esa categorÍa

como lo es transporte de cationes.

Con las características del vecindario de los genes con más probabilidad de estar

implicados en el transporte iónico y las característ¡cas estudiadas de los doce ITRG,

se decidió por comenzar el estud¡o con los |TRG1, 2 y 3. Los tres genes escog¡dos,

tienen como característica en común, anotaciones relacionadas con el metabolismo

energético, específicamente en la fosforilación oxidativa. Existe la posib¡lidad de
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que estos genes se ub¡quen tanto en el cloroplasto como en la mitocondria, debido

a su anotac¡ón de fotorrespiración. Sin embargo, debido a que las plantas se

relaciona a través de su lej¡do rad¡cular con los agentes que causan el estrés iónico,

asumimos que en esa parte de la planta, es donde más se neces¡ta producción

energética. Ya que la raíz carece de luz, esta producción energética se realizaría en

la mitocondria a través de la resp¡ración celular m¡tocondrial.

El proceso de la fosforilación oxidativa ocurre en la mitocondria de todas las células

eucariontes. Por efecto de la cadena transportadora de electrones, la donación de

electrones desde el NADH produce un desbalance de protones (H.), expulsándose

estos hac¡a el espacio ¡ntermembrana, disminuyendo el pH con respecto a Ia matriz

mitocondrial. Esta diferencia de cargas ¡nducida por el desequilibrio de H*, llamada

fuerza protón motriz, permite el funcionamiento de la bomba ATP s¡ntasa. En

exper¡mentos de hipoxia en cereales, se ha demostrado que la falta de oxígeno

modifica ostensiblemente la relación de cat¡ones de potasio (K.) y sodio (Na.)

dentro de las células. Esto, debido a que la disminución de oxígeno provoca un

bloqueo de la cadena transportadora de electrones, por la falta de una molécula

dadora de electrones (Colmer y Greenway, 201 1). De esta forma, es posible que

genes ¡mplicados en la cadena trasportadora de electrones estén relacionados a la

modificación de la tolerancia/sensibilidad a cat¡ones metálicos como el K* o el Na*.

Por otro lado, en m¡tocondr¡as aisladas de células de hígado de rata, se determinó

que cat¡ones metálicos de cadmio (Cd'?.) y de cobre (Cu2*) afectan la cadena

transportadora de electrones, el canal uniporter de Ca2*y la permeabilidad de los

poros de trans¡c¡ón de los efectores en la func¡ón mitocondrial, perturbada por los

metales pesados. Determinándose que el blanco de los metales pesados en la

mitocondria es la cadena lransportadora de electrones (Belyaeva et al., 201 1). En el
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mismo modelo también se describió que al bloquear la cadena transportadora de

electrones, con la sustanc¡a "stigmatellin", se logra un efecto de protección frente a

los metales pesados, lo que podría ¡nterpretarse como un método de tolerancia

frente a Cd2* Hg2',2n2* o Ca2.(Belyaeva,2Ol0).

Junto con lo anterior, rec¡entemente se describió el fuerte lazo que ex¡ste entre el

bloqueo de la cadena fansportadora de electrones y el aumento de la captac¡ón de

h¡erro en m¡tocondr¡as de líneas celulares humanas (Mena y col. 201 1 ). 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 h¡erro. Al inhibir la cadena transportadora de electrones se alteran

la expresión de transportadores tanto de domin¡o citoplasmáticos como

mitocondriales, de manera de captar más hierro y formar los complejos Fe-S (Mena

y col. 201 1). Además, múlt¡ples mecanismos de detox¡f¡cación celular emplean ATP

para su funcionamiento, por Io tanto, es esperable que al haber mayor cantidad de

ATP disponible, se modifique el estado basal de respuesta ante la mov¡lizac¡ón de

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

Se hicieron análisis de las secuencias de los genes ITRG1, 2 y 3 ut¡l¡zando las

bases de datos d¡spon¡bles en la web para determinar su localización subcelular en

Arab¡dops¡s. Estas bases de datos emplean distintos cr¡terios de decisión para

estimar la pos¡ble local¡zación subcelular, relacionados en su mayoria con

características f¡sicoquím¡cas de las secuencias, composic¡ón aminoacídica y

algunos algor¡tmos de predicción.

Lo ¡nteresante de estos análisis, es que los resultados de las predicciones son

similares a los informados en la base de datos de Arabidopsis

(www.arabidops¡s.org). A pesar de que la fuente de información de estos últimos
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datos para determinar la ubicación subcelular, en su mayoría provienende estudios

de proteómica publicados y curados(Millar y col. 2001; Heazlewood y col. 2004;5.

K. Mitra y col. 2007),dado que ambos tipos de evidencias indican que los productos

protéicos codificados por lTRGl, 2 y 3 se localizan en la mitocondria hace la

predicción relacionada con la función de los genes, bastante posible.

Ya que los datos de microarreglos realizados ut¡lizando 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 descripción

más detallada y guiada hac¡a 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 estímulos que guardaran una mayor

relación con nuesfo objetivo. En particular se analizaron los datos provenientes de

plantas sometidas a estrés salino y estrés osmót¡co, se observó 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 camb¡e al menos 2

veces se emplea clás¡camente para determinar s¡ ex¡ste un cambio o no en un nivel

de expresión entre 2 condiclones de estudio (Draghici, 2002). A pesar de esto,

analizando específ¡camente los perfiles de expresión, el ITRG g, en los datos

correspond¡entes a la parte aérea en estrés salino, presenta un alza en la

acumulación de mRNA en el tiempo, en comparación con el resto de datos, lo cual

es s¡milar a lo que ocurre en estrés osmótico. Se esperaría que hubiera un cambio

mayor de la expresión en las muestras correspond¡entes a la raíL, tej¡do donde se

estaría 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 señalar el hecho de que los 3 genes escogidos muestran un perfil de
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expres¡ón s¡milar en ambos te¡idos analizados, frente a los 2 estreses. Este hecho

podría tener relación con que los genes estén bajo el dominio del mismo tipo de

promotor, por ende, su transcripción ocurra balo el m¡smo estimulo e intensidad o

por otro lado, sean parte de un proceso molecular común. Por lo tanto podrían

denotar un posible comportamiento similar al transformar otra especie con estos

genes. En tanto, de forma micro, existe una var¡ac¡ón antagónica entre las

acumulaciones de los mensajeros de las plantas sometidas a estrés osmótico y

salíno para estos 3 genes seleccionados, puntualmente a las 12 y 24 h de

exposición al estrés (Figura 10). Situac¡ón similar se observa en las muestras

correspond¡entes a raíces, en espec¡al para el gen 2 a las 12 y 24 h. Lo anterior

indica, que estos genes actuarían de manera someramente distinta frente a

expos¡c¡ones a NaCl 150 mM y Manitol 300mM, posiblemente presumiendo una

reacción distinta en estos dos t¡pos de estrés, en especial para |TRG2, sin embargo

la tasa de cambio es baja como para afirmar esta hipótesis con segur¡dad.

4.2. Obtención de las secuenc¡as de ¡nterés para ser poster¡ormente
transformadas en levaduras y expresar las proteínas codificadas por los
marcos de lectura abiertos ITRG1, 2 y 3.

En el proceso de clonam¡ento, los mayores inconvenientes presentados se

resolvieron optim¡zando y afinando los protocolos para cada uno de los genes. Es

posible que los genes estudiados estuviesen expresándose en bajo número de

copias, debido a que el tei¡do ut¡lizado para extraer el mRNA prov¡ene de plantas

silvestres, cultivadas en condiciones normales, se realizó de esta forma debido a

que no se tenÍa certeza de que alguna condición est¡mule la transcripción de estos

genes. Lo anter¡or se relaciona con que es probable que genes ¡mplicados en el

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

2010).

El determinar los mejores promotores baio 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 iónico. Por lo tanto la alternativa más fisiológica habría sido contar con

promotores inducibles por metales. Sin embargo, no conlamos con las herramientas

moleculares de forma rápida, en el laborator¡o. Dentro de lo teníamos acceso, están

los vectores de promotor inducible mediante galactosa y aquellos que poseen una

expresión cont¡nua. Simulando el vector de promotor inducible un acercamiento

más fis¡ológ¡co y el vector de promotor de expresión continua un efecto más radical

que dé señales del efecto de Ia acumulación de las proteínas cod¡ficadas por los

lTRGs.

El estudio de la acumulac¡ón de proteínas ITRG causó bastantes dificultades.

Típicamente esto se demuestra util¡zando ant¡cuerpos en exper¡mentos de western

blot. Según las construcciones realizadas en esta investigación, se pueden real¡zar

western blot con 4 tipos de anticuerpos primarios. Las construcc¡ones con el

plasmidio pYES-DEST52 permiten real¡zar proteínas de fusión en el extremo C-

terminal con un epitope V5 y un dominio de 6 histid¡nas repet¡das cont¡guas. En

tanto que las construcciones realizadas con el vector pAG426GPD-ccdB-HA,

otorgaban un epitope de hematoglutinína (HA) en el C- terminal y los diseñados con

pAG426GPD-CCdB-GFP, codif¡caban para una proteína fusionada en el extremo C-

term¡nal, la proteína fluorescente verde aumentada (EGFP).

En la Figura 14, en la sección de resultados se observa que al real¡zar un western

blot con el ant¡cuerpo oVS 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

tamaño similar, superior a los 30 kDa que no correspondería al tamaño de la

proteína de fusión esperada para pYES-|TRG3 (aproximadamente 23 kDa). No se

logró determ¡nar a que corresponde dicha banda. Mientras que para las levaduras

transformadas con la construcción que posee ITRG 1 no se logró detectar una

banda mediante este método. Tal vez esla proteína se expresa en una cantidad

muy baja para la sensibilidad del método ut¡l¡zado, otras pos¡bles opciones se

relac¡onan con el epitope, este puede haber sido cortado por la maquinar¡a

molecular de las levaduras o puede haber sido transcrito o traducido de una manera

incorrecta. Debido a que el producto génico de ITRGI produce un efecto de

toleranc¡a muchas veces sim¡lar al notado para ITRGl y 2, la opc¡ón que mejor se

explicaría lo ocurrido serÍa la relacionada con el corte y pérd¡da del epitope.

El que aparezcan bandas diferentes al tamaño al esperado, como en el caso de las

levaduras transformadas con pYES-|TRG3, puede tener varias causas, una posible

explicación es que la proteína no se termine de traducir donde se debe, es decir, el

compleio ribosomal no d¡st¡ngue el codón de término y sigue traduciendo, hasta

obtener un pépt¡do que en este caso superó los 30 kDa.

Otra opción que explique este resultado, se relaciona con un posible mal

plegam¡ento proteico, es decir que las proteínas se plieguen de forma incorrecta, el

que exista una formación de dímeros o trímeros estables. Debido a que el tamaño

mostrado no corresponde aproximadamente al doble o tr¡ple del peso molecular

estimado para esta proteína, esta opc¡ón no resulta fácilmente plausible, al menos

pensando en una adhesión a otro monómero de forma completa. F¡nalmente está la

opción de que ocurra una asociación inestable del t¡po secundaria o terc¡aria con
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algún otro pépt¡do, esta alternativa se descartaría, debido a que los experimentos

se realizaron en cond¡ciones denaturantes, por lo tanto cualqu¡er posible interacción

débil debería suprimirse, restando la posibilidad de alguna unión de naturaleza

covalente, lo que implicaría la presencia de alguna función celular parale¡a que

actúe en el proceso.

Mediante microscopía confocal se observó la acumulación de la proteína EGFP, lo

cual sugiere que las proteínas fusionadas con EGFP se estarían acumulando

(Figura 15). Originalmente, los 3lTRGs escogidos son codificados en el nucleo de

las células de A- thaliana, por lo tanto, lo esperado es que las proteínas estén

codificadas y sean transcr¡tas en el núcleo de las levaduras, además de ser

traducidas en el citoplasma para después ser translocadadas a la mitocondria. Se

sabe que sólo entre un 0..1 y 1 % de las proteínas mitocondriales son codificadas en

la mitocondr¡a, las demás proteÍnas son cod¡f¡cadas en el núcleo (Pavel y col,

2006).Las proteínas fusionadas a EGFP codificadas por el ORF ITRG1 e ITRG3 se

localizarían 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

ablerto que perm¡ta la traducción de EGFP, lo que no se observa en los controles,

respaldando este argumento. Junlo con lo anter¡or, la fluorescencia mostrada por

las levaduras transformadas con una construcción que posee una localización

similar a la observada para las transformantes con |TRG1, al fuslonarse con EGFP

-cepa W303 de Saccharomyces cerevisiae transformada con el vector pGPD414-,

indica una localización citoplasmática(Kim et al., 2002).

La proteína de fusión codificada por el ORF |TRG2, se estaría acumulando en el

citoplasma y posiblemente en la membrana plasmática. Esto se determinó al
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comparar los resultados obtenidos, con los reportados al reg¡strar la ubicación

subcelular de la proteína integral de membrana Mrh1p, fusionada a EGFP en

Saccharomyces cerevisiae (Bircham et al., 201 1 ). Además como comparación, el

patrón observado en las levaduras lransformadas con el vector que posee el ORF

de |TRG2, es diferente al descrito en levaduras para las proteínas de m¡tocondrias

MsrB y de c¡toplasma MsrA, ambas involucradas en la regulación del

funcionam¡ento m¡tocondrial, pero de ubicac¡ones distintas en la célula (Kaya et al.,

2010).

Debido a que en plantas se predijo que en los productos prote¡cos codificados por

los 3 ITRG se localizan en mitocondria, en futuros anális¡s convendría realizar una

colocalización con un marcador de mitocondria como MitoRed que se acumula

select¡vamente en la membrana de la mitocondria con respiración activa, en una

manera dependiente de potencial , incluso pudiendo separar las células que

presentan una respiración celular de las que no (Kaya y col., 2010). De esta forma,

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

4.3. Evaluación de la toleranc¡a de levaduras S. cerevisiae lransformadas con
las construcc¡ones realizadas que poseen los ORF de lTRGl, ITRG2 y |TRG3.

Los exper¡mentos realizados en esta fase de la investigación, tienen por objetivo

determinar si existe una variación en el crecimiento de levaduras transformadas con

las d¡st¡ntas construcc¡ones que poseen los ITRG, en comparación con las

levaduras transformadas con los vectores de expresión sin insertos. El diseño

experimental, busca dilucidar si la transformación de los ORF de los dist¡ntos ITRG

en levaduras Saccharomyces cerevisiae, produce tolerancia a d¡st¡ntos cationes

metálicos por separado en solución. Otra opción válida posible, es que los genes no
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causen efecto alguno, encontrando fenotlpos similares a los controles o lo contrar¡o

a la primera alternat¡va, es decir que la transformación de estos genes de

Arabidopsis provoque una sensibilidad en las levaduras frente a los distintos

cationes metál¡cos. Con estos resuhados entonces, se pudo determinar si la

transformación de los genes produce un efecto particular, metal específico o más

bien global, de amplio espectro.

Según los resultados obtenidos, se observó que dependiendo de los t¡pos de

construcciones los niveles de tolerancia para las levaduras transformadas eran

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

Se debe contemplar que para realizar eslos experimentos, se empleó un método de

eslrés en concentraciones determinadas, modificando espontáneamente una

concentración mínima o traza de los metales en el medio a una alta concentración.

Es decir, las levaduras no sufrieron algún periodo de aclimatación o estrés gradual,

el cual podría contribuir a una mejor respuesta del cultivo. A un acostumbram¡ento

paulatino al metal expuesto, en este caso se m¡de entonces, una respuesta

inmed¡ata al estrés.

Según los resultados de tolerancia en los distintos sistemas utilizados para expresar

el ORF del gen |TRG1, se trataría de un gen que en condiciones inducibles de

expresión es capaz de generar tolerancia a un amplio espectro de metales.

Observándose diferencias signif icativas para varios metales (Sod¡o, Zinc, Cobalto y

Cadmio) con respecto a los controles, alcanzando a observar diferencias de hasta

cuatro veces en comparación con el crecimiento registrado por aquellas levaduras

transformadas con el vector sin inserto. Sin embargo, al ser comandado por un

promotor constitutivo, se ¡nvierte el efecto casi completamente para las levaduras

transformadas con la construcción pAG426GPD-|TRG1-HA, haciéndose más
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sens¡bles a los metales. Con la construcc¡ón que posee un promotor constitutivo y

una proteína de fusión con EGFP, se ve un efecto ¡ntermed¡o, 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 proleína codificada

por el ORF ITRGI expresada de manera inducible, de manera gradual, en vez de

una expresión continua, logra hacer a las levaduras más tolerantes.

En las transf ormaciones real¡zadas con pYES-|TRG2, se pudo distinguir que en

tratamientos realizados con Na*, Zn2* y Cd'* las levaduras son más tolerantes que

los controles para prácticamente todas las concentraciones evaluadas, mientras

que para las incubaciones hechas con Co2* y Cu2*, las curvas de crecimiento sólo

muestran diferencias para las concentraciones menores de cada metal, en tanto

para las otras concentraciones no permiten determ¡nar un comportamiento

diferencial, comportándose de manera similar a los contro¡es. En las levaduras

transformadas con pAG426GPD-|THG2-GFP, se observó que en incubaciones con

Na', Co2*, Zn2* y Cu2'crecen menos que las levaduras transformadas con el vector

s¡n inserto. Mientras que singularmente, los experimentos realizados con Cd2*, se

observa un comportamiento dual en el t¡empo, es decir, hasta las 12 h de

incubación con este metal, las levaduras que poseen la construcción pAG426GPD-

ITRG2-GFP reg¡slran 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 Cdz*.

Los resultados observados para las lransf ormaciones real¡zadas con |TRG2, en los

dos s¡stemas ut¡l¡zados, indican que este gen podría otorgar res¡stencia en una

forma más acotada que el gen |TRG1, sólo proporcionando lolerancia frente a

cationes de Sodio, Zinc y Cadmio.
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Al analizar el crec¡m¡ento de las levaduras transformadas con pYES-|TRG3, se

observó que son más tolerantes en general que las controles en tratamientos con

Na*, Zn2*, Cu2* y Cd'.. Mostrando un comportam¡ento similar para Sod¡o y Cobre.

M¡entras que las levaduras transformadas con la construcción pAG426GPD-

ITRG3-HA muestran una mayor tolerancia que las levaduras controles, al ser

sometidas a tratamientos con Na*, Co2*, Cu2* en las concentraciones menores,

contrario al crecimiento regisfado para los tratam¡entos con cadmio, donde las

levaduras que poseen el ORF para ITRG3 fusionado al ep¡tope HA se muestran

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

Los resultados obtenidos para las levaduras transformadas con pAG426GPD-

ITRG3-GFP, indican que son más sensibles con respecto a las levaduras control

para Na*, co2*, Znz* y Cu2' .

En tanto, de modo semejante a lo que ocurre con las levaduras transformadas con

la construcción pAG426GPD-ITRG2-GFP, en los resultados obtenidos para las

levaduras transformadas con pAG426GPD-ITRG3-GFP en los tratam¡entos de Cd2*,

también se percibe un comportam¡ento dual en el tiempo, hasta las 12 h de

incubación con el metal, observándose un crec¡m¡ento mayor que en las levaduras

transformadas con el vector sin ¡nserto- lnvirtiéndose las curvas posteriormenle,

describ¡endo mayor sens¡bilidad que el control a cadm¡o. De acuerdo a ¡os

resultados obten¡dos para las distintas transf ormaciones realizadas con el ORF de

|TRG3, esta transformación sería capaz de inducir una tolerancia select¡va sólo 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 crec¡m¡enio, cambios en el rend¡miento de b¡omasa y cambios

en la capacidad respiratoria. Donde los efectos son asociados con la toxicidad de
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las proteínas, la d¡luc¡ón de las proteínas (efecto de aglomeración dentro de la

célula), el efecto del mismo DNA durante la replicación y finalmente asignación de

recursos celulares para la replicac¡ón(Contador et al., 2011). Este lipo de efectos

pueden ser los causantes de los comportam¡entos observados cuando se

emplearon promotores de expresión const¡tutiva, por ende las levaduras que

poseen los ITRGs se observan más sensibles que las controles

En otras levaduras como Pichia pastoris, el aumentar el número de genes foráneos

puede causar en algunas oportunidades influencias negativas en la fisiología

normal de las células transformantes. Específicamente en la caso de la expresión

de proteínas secretorias que incluyen una capac¡dad reducida del consumo de

etanol y un rango de crec¡mientos específico. Tamb¡én una baja en la viabilidad

celular, aumento de la inestabil¡dad del gen foráneo integrado o disminución de la

habilidad secretoria. Por lo tanto, los beneficios de aumentar el dosaje génico

puede producir unas condición f isiológica-celular deter¡orada como resultado de la

sobreexpresión de proteínas, lo que es generalmente conoc¡do como " burden

effecf" o efecto de carga (Zhu et al., 201 1).

Esto tamb¡én ocurre en células animales (Kwon et al., 201 1), al ser las levaduras

eucariontes, puede ocurrir un efecto similar. Por lo tanto de emplearse estos genes

en algún proceso product¡vo, se debería analizar el uso de distintos promotores a

los utilizados experimentalmente en esta ¡nvestigac¡ón.

Otra posible causa hace relación con la función de la proteína que se esté

acumulando, la ubicación subcelular de las proteínas acumuladas sería

citoplasmática(lTRG1 y ITRG3) o en la membrana (|TRG2), por lo tanto un
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desequilibrio constante en la célula, inducido por su función podría afectar

negativamente el crecimiento y reproducción de ella.

La función misma que podrían estar desarrollando las proteínas codif¡cadas por los

ITRG en levadura no está determinada, sin embargo, somos capaces de observar

que les perm¡te ser más tolerantes a las concentraciones de los metales utilizados.

Debido a que los tres genes poseen anotaciones relacionados con bioenergética

celular hace relación con que, al expresarse ba¡o el dominio de un promotor

constitutivo se haya demostrado que produce cambios en la capacidad resp¡rator¡a

de las células. M¡entras que si existe un aumento controlado y leve de los

transcritos relacionados con resp¡ración celular, seguramente permiten una mejora

en los procesos bioenergéticos, lo que podría ser responsable del aumento de la

tolerancia de las levaduras al ut¡lizar las construcciones real¡zadas con pYES.

Los ORFs lTRGl, ITRG2 y ITRG3 poseen gran potenc¡al para ser ut¡lizados como

herramientas moleculares para inducir tolerancia frente a estrés salino,lo cual

demostró su capacidad para tolerar ciertas concentrac¡ones de metales. Sin

embargo, según los experimentos realizados, esto ocurre sólo bajo un promotor

inducible, lo cual es más cercano a lo que normalmente ocurriría frente a un estrés.

Los mejores candidatos de los tres genes estudiados, son el ITRGl y el |TRG3,

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 múlt¡ples cationes

metálicos. Para complementar esta investigación, sería 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 estrateg¡a interesante para realizar en el futuro, es efectuar la

clonación 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 ¡nterés'
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CONCLUSIONES

Utilizando la red de coexpresión génica desarrollada por el Dr. Alexander Vergara,

donde se empleó como etiqueta molecular de propagación transporte ión¡co, se

obtuvo una lista de doce genes con alta probabilidad de estar involucrados en

transporte iónico, los ITRG. De estos doce genes, se seleccionaron tres genes, de

acuerdo a estudios bibliográficos. Estos tres genes poseen como caracterÍst¡ca

común una anotación en el GO relacionada con respiración celular, lo cual podría

estar relacionado con el transporte iónico.

Se realizaron las construcciones moleculares que perm¡ten la expresión de los tres

ITRG seleccionados en levaduras. Se transformaron en S. cerev¡s¡ae. Se realizaron

diferentes tipos de construcciones para evaluar la expresión de los genes en

diferentes conte)dos genéticos. Se logró comprobar la expresión de |TRG2, bajo el

promotor inducible por galactosa, med¡ante western blot. Además de evidenciar la

acumulación de los productos protéicos de los tres ITRG fusionados con EGFP

med¡ante microscopía confocal.

Se determinó la tolerancia de levaduras transformadas con las diferentes

construcciones realizadas, frente a NaCl, ZNC|2, Cdclz, CuSO¿ y CoSO¿ en

drf erentes concentraciones.

Se determinó que la expresión de los ITRG comandada por el promotor inducible

por galactosa en levaduras provoca, en general más tolerancia a los metales

evaluados. Siendo ITRGI y 3los que presentan mayores diferencias significativas

en el crecimiento de las levaduras frente al control, en la mayoría de los metales.

Sin embargo |TRG2, empleando el mismo promotor igualmente presenta aumento

de tolerancia. Por lo tanto, sería probable y recomendable el uso de estos tres
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genes ba¡o un promotor induclble para producir tolerancia, al menos frente a los

metales evaluados.

Las dos construcc¡ones obten¡das con la etiqueta HA - ORF de ITGR1 y 3- inducen

sensibilidad en las levaduras transformadas frente a los metales evaluados.

La transformación de levaduras con la construcc¡ón pAG426GPD-ITRG1-

GFP¡nduce una mayor tolerancia que las levaduras controles sólo en las

concentrac¡ones más bajas de los metales evaluados, mientras que para las más

altas, se hacen más sensibles. Mientras que las construcciones realizadas con

ITRG 2 y ITRG 3, comandadas bajo el promotor 426GPD y fusionadas con EGFP

inducen sensib¡lidad a las levaduras para Nat, Zn2* , Co2* y Cu2'.

Con los resultados expuestos se demuestra que los tres ITRGs evaluados tendrían

funciones relacionadas con la homeostásis iónica, por ende, con el transporte

iónico. Dependiendo del promotor util¡zado para la expresión de los ITRG son los

d¡stintos niveles de toleranciaisensibilidad otorgada a las levaduras transformadas.
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