-

,,(,_',5 '\:-\:__‘_""

et
.?;' o
7
e

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE PREGRADO

“Caracterizacion funcional del producto

génico ITRG7 de Arabidopsis thaliana”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial

de los requisitos para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

por

Aliosha Ivan Figueroa Valdés

Directora del Seminario de Titulo:
Dra. Lorena Norambuena Morales
Centro de Biologia Molecular Vegetal
Facultad de Ciencias

Universidad de Chile

Santiago - Chile
Julio, 2016

© 2016. Esta obra esta licenciada bajo la Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial 4.0
Internacional. Para ver una copia de esta licencia, visita http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/.



ESCUELA DE PREGRADOC - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

M-
Zp

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiTULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, que el Seminario de Titulo
presentado por el candidato:

ALIOSHA IVAN FIGUEROA VALDES

“Caracterizacion funcional del producto génico ITRG7 de
Arabidopsis thaliana”

Ha sido aprobado por la Comisién evaluadora y revisora, como reqmsnto parcial, para optar
al titulo profesional de Ingeniero en Biotecnologia Molecular:

Dra. Lorena Norambuena Morales A
Directora del Seminario de Titulo /

Comision Revisora y Evaluadora

Dra. Claudia Stange Klein
Presidenta

Dr. Elias Utreras Puratich
Evaluador

Santiago de Chile, julio de 2016



BIOGRAFIA

Naci en Rancagua, VI Region, en el afio en que se voté el
supuesto retorno a la democracia (1989). De padre minero rol B y de
mama duefia de casa, me esperaban también dos queridas
hermanas, numerosos tios y tias, primos y primas, abuelos y tios
abuelos de origen campesino (de por ahi por Los Andes y otros de
Cunaco/Chépica), que luego emigraron a centros mineros como
Taltal, Potrerillos, Copiapé y la misma Rancagua. Algunos se
transformaron en pequefios comerciantes y otros pertenecian a la
suboficialidad de la FACH. :

Los Icaritos de La Tercera que me juntaban mis tias, los libros y revistas con
mas de alguna nota cientifica o de ciencia ficcién que encontraba mi papa en la feria de
los cachureos, y las vacaciones familiares acampando en medio de la naturaleza son
factores que —creo— despertaron en mi el interés por la ciencia.

Mis estudios hasicos estuvieron marcados por la educacion subvencionada,
aquella en la que a falta de profesor no dudaban en colocarnos alguna pelicula de
Disney para pasar el rato y cuya lista de Utiles escolares incorporaba hasta el papel
“confort”. Aquella en el que el Rector del colegio —estando en recreo— te llamaba a un
lado, preguntandote por qué no tenias el uniforme oficial del colegio e informandote
que la insignia estaba con copyright. En esta etapa conoci a mi grupo de amigos cuyas
amistades perduran —desde kinder— hasta hoy, pese a las distancias que nos
separan.

En la media ingresé al Instituto O’Higgins de Rancagua, en donde tuve a
excelentes profesores: Alicia Cortés (quimica), Jorge Castillo (biologia), Ismael
Valencia (deportes), Ratil Rivera y Katia Rosas (inglés). En esta etapa mis compafieros
de curso depositaron en mi la confianza y fui Tesorero vitalicio de 1ero a 4to medio,
pese a los cambios de Presidentes y Secretarios. Inolvidables son las actividades
organizadas y propiciadas por el mismo Instituto, como compartir una conversacion, té
y pan en el Hogar de Cristo o vivir la vida del campo en el secano costero —aunque
fuese por una semana— en la llamada “experiencia rural”. En definitiva, oportunidades
de acompanar o ayudar al otro de manera sincera, sin esperar algo a cambio. La
revolucioén pingiiina la vivi en el colegio, en un ameno ambiente de conversacion entre
alumnos y profesores, incluyendo la exposicion de antecedentes para entender el
origen de la crisis educacional.

Obligado a irme de Rancagua por la carencia de Ues, con un buen puntaje en
mano, descartando el plan comun de Iingenieria por la falta de biologia, y confiando en
que la Universidad de Chile constituia el espacio en donde realizar mi formacion
profesional —con una asistencia previa al curso Biotecnologia de la Escuela de Verano
FCFM— ingresé a la Facultad de Ciencias.

Asimilacion de conocimiento, inolvidables tardes de estudio con nuevas
amistades, gratos momentos en la piscina y pista atlética con el quipo de la “oficina” de
deportes de la facultad, asi también con los integrantes de los Laboratorios de
Bioquimica y Biologia Oral (Odontologia, UCH), Laboratorio de Microbiologia Basica y
Aplicada (USACH) y Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (Ciencias, UCH), son
los recuerdos que me quedan de esta etapa de formacion profesional.
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RESUMEN
En Arabidopsis thaliana, mediante analisis de coexpresion, se identifico un nuevo
producto génico posiblemente involucrado en estrés iénico, al cual hemos denominado
ITRG7 (fon Transport Related Gene 7). Sin embargo, ITRG7 no posee funcién o rol
biolégico reportado. Mediante analisis bioinformaticos de la secuencia aminoacidica de
ITRG7 se han identificado aspectos estructurales, como la presencia de 10 dominios
transmembrana, un péptido sefial y dos dominios que asocian a ITRG7 a la familia de
exportadores multidrogas y metabolitos en plantas. Utilizando plantas de Arabidopsis
tipo silvestre se encontré que los niveles de transcrito de /TRG7 disminuyen cuando las
plantas son crecidas en medios enriquecidos en cadmio, cobre o cloruro de sodio. Con
estos antecedentes, se planteé abordar el estudio en el contexto de estrés idnico de
esta proteina mediante dos aproximaciones: genética reversa en Arabidopsis thaliana y
expresion heterdloga en Saccharomyces cerevisiae. En la primera aproximacion se
empled y caracterizé una linea mutante insercional denominada ifrg7-1, la cual es una
mutante pérdida de funcién, con un 60% menos de niveles de transcrito de /TRG7.
Presenta una tasa de germinacién similar a plantas tipo silvestre y es afectada por
tratamientos con cadmio, cobre o sal de manera similar a plantas tipo silvestre. No
obstante, posee mayor peso fresco que plantas tipo silvestre y mayor largo de raiz que
plantas tipo silvestre luego de tratamientos con 150mM de NaCl. La expresién
heterdloga de /TRG7 en levadura no es perjudicial. Sin embargo, al crecer levaduras
transformantes ITRG7 en medios enriquecidos con iones, éstas poseen menor
tolerancia a estrés iénico que levaduras control. Por ultimo, la proteina recombinante
ITRG7-GFP se localiza en un compartimiento subcelular de identidad desconocida. La
evidencia recopilada en este trabajo da luces sobre Ia participacion de [TRG7 en estrés

idnico.



ABSTRACT
Trough coexpression analysis, a new gene product putatively related to ionic stress in
Arabidopsis thaliana was identified, wich has been named as ITRG7 (lon Transport
Related Gene 7). However, ITRG7 lacks function or biological role. By means of
bioinformatic analysis of the ITRG7 amino acid sequence we have been able to identify
structural aspects, like the presence of 10 transmembrane domains, a signal peptide,
and two plant multidrug/metabolite exporter domains. ITRG7 transcripts are reduced in
wild-type Arabidopsis, when treated with cadmium, copper or sodium chloride. With this
evidence, it was proposed the study of [TRG7 trough two strategies: reverse genetics in
Arabidopsis thaliana and heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae. A loss
of function insertional mutant, named as itrg7-7, has 60% less ITRG7 transcripts
compared to wild-type. Its germination rate is like the observed in wild-type, even under
cadmium, copper or sodium chloride treatments. Nevertheless, it weighs more than
wild-type and presents a longer principal root than wild-type under 150mM sodium
chloride treatment. The heterologous expression of ITRG7 in yeast it is not harmful.
However, ITRG7 transformant yeast present sensitivity to growth when ion enriched
media are used. Finally, the recombinant ITRG7 protein localizes in an unknown
subcellular compartment. The collected evidence in this work rises a putative role of

ITRG7 in ionic stress.

Xi



: INTRODUCCION
1.1. Sales minerales y agricultura

La nutricibn mineral en plantas es Unica ya que logra la extraccién de
compuestos inorganicos desde el medio que rodea al vegetal sin necesidad de
depender de otros organismos (Kochian, 2001). En agricultura, histéricamente, el
manejo adecuado de las sales minerales en el suelo permite la obtencién de una
produccion éptima, tanto en cantidad como en calidad. Sin embargo, hoy en dia es
posible observar dos fenémenos asociados a los nutrientes inorganicos. Por un lado,
tenemos suelos con disponibilidad de nutrientes por debajo del nivel requerido (Lynch y
St. Clair, 2004) y por otro, una escalada salinizacion de los suelos en las regiones
aridas, semiaridas y templadas del globo, en donde es extensivo el uso de la irrigacién
(Juarez y col., 2006a). Entiéndase irrigacion como ‘el conjunto de dispositivos
sociotécnicos que permiten aportes artificiales de agua sobre tierras para obtener una
produccion agricola” (Durand-Dastes y Haghe, 2012).

La baja disponibilidad de nutrientes no es algo nuevo, ocurre principalmente en
suelos nativos, muchos de ellos inherentemente fértiles pero que presentan densas
comunidades vegetales, generando una intensa competencia por los nutrientes. En
cambio, en el otro extremo de la ecuacién, la creciente salinizacién de los suelos es
algo preocupante. De acuerdo con el Servicio de Manejo de las Tierras y de la
Nutricion de las Plantas de la FAO, de las 230 millones de hectareas de tierras
irrigadas en el mundo, 45 millones estan afectadas por salinidad (19,5%) (Munns,
2012). En Chile el panorama es similar, ya que del total de hectareas irrigadas, un 35%
se cataloga como suelo salino (Stockle, 2002).

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

valles de Copiapd, Huasco, Elqui, Limari y Choapa presentan altos niveles de salinidad



(Sierra, 2008). Estos valles —de incuestionable importancia agricola— utilizan las
aguas de sus rios mediante sistemas de irrigacion; su salinizacion se explica por el uso
de aguas con alta conductividad eléctrica, altas tasas de evaporacién y transpiracion
de los suelos y escasas precipitaciones, factores que en conjunto impiden el lavado
natural de las sales del suelo (Sierra y cols., 2008). En particular, en el valle de
Copiap6é un 50% de los suelos contienen concentraciones sobre 30mM de sodio y
cloruro, concentraciones que “ocasionan severos problemas de toxicidad para muchas
especies vegetales” (Sierra y cols., 2008).

En general, las fuentes de sales inorganicas se pueden reducir a cuatro
(adaptado de Juarez y col., 2006a):
1-. Lluvia: La lluvia deposita sales que son arrastradas por el viento. Es observable
principalmente en zonas costeras o con alta actividad industrial.
2-. Meteorizacién de minerales: La descomposicion de las rocas permite, por medio de
la erosion, el transporte de detritos mediante viento o lluvia. Observable en los
nacimientos de las cuencas hidricas de los Andes.
3-. Sales fésiles: Son sales remanentes de masas marinas aisladas o desecacion de
lagos salados cuya incorporacién al suelo puede ser por causas naturales o
antropogénicas. Un buen ejemplo lo constituye el desierto de Atacama.
4-. Actividad humana: La polucién de la atmosfera debido a actividad industrial, el
vertido y transporte de residuos industriales liquidos, la obtencién de aguas
subterrdneas a través de estratos salinos, uso de agua muy salina para el riego y la
deforestacion son causantes de salinidad de suelos. Esto no ocurre tan solo en los
alrededores de la intervencién humana, ya que a través de la percolacion, disolucion y
transporte en el sustrato, estas sales pueden finalmente terminar en zonas sin

problemas de salinidad.



Todas las aguas naturales contienen cantidades variables de sales disueltas,
siendo los cloruros y sulfatos de los cationes Na*, Ca®, Mg** y K' las sales
mayoritarias, al ser las mas solubles. No obstante, la utilizacién frecuente de
fertilizantes y plaguicidas en la agricultura ha gatillado una acumulacién pasiva de
metales pesados en los suelos. Estos metales provienen de impurezas de las materias
primas utilizadas para la confeccién de estos compuestos (Juarez y col., 2006b).

Entre los principales metales contaminantes se encuentran el cadmio, el cobre,
el zinc y el plomo. El problema se agrava ain mas cuando estos metales se
encuentran en un suelo salino, pues pueden formar complejos con los cloruros y
sulfatos presentes, aumentando la solubilidad y movilidad de estos elementos en el
sustrato, lo que favorece su absorcién por parte de los vegetales (Norvell y col., 2000).

Entre los afos 1981 y 1990, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
llevé a cabo dos estudios del contenido total de cadmio, cobre y zinc {entre otros
metales) en suelos aluviales ubicados entre los rios Huasco (Il Regién) y Simpson (XI
Regién), enconfrandose altos niveles de estos elementos en varios valles de
significancia agricola para Chile (INIA, 1986; INIA, 1990). En la Tabla | se muestra un
resumen con los valles que presentaron sitios con altos contenide de cadmio, cobre y
zinc, los cuales abarcan las regiones cuarta, quinta, metropolitana y sexta; indicandose
los valores minimos, maximos y promedios de contenido de cadmio, cobre y zinc por
valle y su clasificacion segun el grado de contaminacion de acuerdo a los indices de
Kelly aplicados por la Unién Europea (Society of the Chemical Industry, 1980), que
considera de menor a mayor grado de contaminacién la siguiente escala: “sin
contaminar’, “contaminacién ligera”, ‘“contaminacién”, “contaminacién alta” vy

“contaminacion alta inusual”.



En un reciente estudio realizado por Hirzel y colaboradores (2015) —
interesados en realizar una prospeccion de metales pesados en 40 sitios de cultivo de
trigo y maiz ubicados entre la |V y IX Regién— se reporté la presencia de cobre y zinc
en un rango desde adecuado a alto para cultivos agricolas, asi como concentraciones
de cadmio por debajo del limite critico para la produccién agricola.

De esta forma, la presencia de metales pesados y salinidad en los suelos
agricolas son materias en las que Chile no queda ajeno.

Tabla I. Concentraciones de cadmio, cobre y zinc en valles chilenos de importancia
agricola. Se indican los nombres, region y las mediciones promedio, valor minimo y valor
maximo registrados en sitios ubicados en los respectivos valles y la clasificacién segun indices

de Kelly. Adaptado de INIA (1990).
mg/Kg de suelo seco Clasificacion
Metal Valle Regién ; i i segun indices Kell
o Poumeti  Ronume:  Hisinas (se congideré el valor ma'{(Emo)
- Aconcagua \' 0,30 <0,1 4,74 Contaminacién
e Puchuncavi v 0,91 <0,1 513 Contaminacién
§ Mapocho RM 1,02 <10 2,90 Contaminacion ligera
Maipo RM 0,45 <1,0 2,84 Contaminacién ligera
Elqui v 87 14 160 Contaminacién ligera
Limari v 65 36 100 Contaminacién ligera
Ligua vV 72 16 274 Contaminacién
o Aconcagua v 128 33 1733 Contaminacion alta
g Puchuncavi v 543 52 3833 Contaminacién alta
o Mapocho RM 197 42 856 Contaminacion alta
Maipo RM 72 7.5 243 Contaminacioén
Cachapoal Vi 427 39 1180 Contaminacién alta
Tinguiririca \ 54 14 245 Contaminacién
& Elqui v 179 40 320 Contaminacion ligera
i'\El Mapocho RM 150 72 312 Contaminacion ligera
Cachapoal Vi 136 11 250 Contaminacion ligera

1.2. Mecanismos para hacer frente al estrés salino

Los efectos de las sales en plantas son consecuencias de una deficiencia
hidrica (estrés osmdtico) y un exceso de iones en procesos bioquimicos claves,
generando malfuncionamiento de enzimas, proteinas y produccion de radicales libres,

especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo (Zhang y Blumwald, 2001; Conde y

col., 2011).




Para hacer frente al dafio que causan estas sales, las plantas han desarrollado
diferentes herramientas fisiologicas y bioquimicas para tolerar y adaptarse a las sales y
metales pesados. Estos mecanismos son;

Senescencia y exudacion en hojas. algunos vegetales han desarrollado una estrategia
que les permite traslocar y acumular la sal en el tejido foliar, el que se va eliminando
mediante la caida del mismo o la expulsidén de un exudado con sales altamente
concentradas.

Solutos compatibles: son moléculas solubles en agua que se pueden acumular en
grandes cantidades en la célula, como mecanismo osmoprotector, sin interferir en las
reacciones que ocurren en el citoplasma o en los organelos (Shabala y Cuin, 2006).
Proteinas de estrés térmico; se ha reportado que aumentan su presencia frente a
varios tipos de estreses, incluido el salino. Generalmente actiian como chaperonas
durante el plegamiento y ensamblaje de otras proteinas, no obstante, podrian participar
en la proteccioén o reparacién de proteinas durante condiciones de estrés (Lewis y col.,
1999).

Fitoquelatinas y metalotioneinas: son péptidos cuya propiedad es la quelacién de
metales, causando el secuestro de los iones (Cobbett y Goldsbrough, 2002). La
diferencia entre ellas es que las primeras son producto de una reaccion enzimatica,
mientras que las ultimas se encuentran codificadas en el ADN.

Ligandos organicos: producen un efecto similar a los de las fitoquelatinas. Ejemplos
son el &cido citrico y el acido oxalico (Hall, 2001).

Transportadores: son proteinas transmembrana que permiten el paso a través de la
membrana de diversas moléculas, entre ellas iones, ligandos de iones, proteinas o
solutos compatibles. Permiten la distribucién y compartimentalizacién a nivel celular de

los elementos necesarios para hacer frente al estrés abidtico (Haydon y Cobett, 2007;



Ward y col., 2009). Existen diferentes clases, clasificacion que es dependiente del

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

1.3. Biotecnologia de cultivos tolerantes

Se han planteado diversas estrategias, basadas en biotecnologia, para generar
cultivos tolerantes a salinidad. Entre las primeras encontramos un caso de un tomate
transgénico capaz de crecer, florecer y producir frutas a una concentracion de 200mM
de NaCl (Zhang y Blumwald, 2001). Para ello, se utilizé un transportador vacuolar de
Arabidopsis thaliana que funciona como un intercambiador Na’/H" de. Este
intercambiador aprovecha la fuerza proton motriz generada en la vacuola por enzimas
translocadoras de H* para acoplar el movimiento de H* (a favor de su potencial
electroquimico) con el movimiento de Na® (contra su potencial electroquimico),
permitiendo la compartimentalizacién de Na” al interior de la vacuola.

Una estrategia similar se utilizé en arroz, en donde Zhao y cols (2006) utilizaron
un intercambiador Na*/H" de la levadura Schizosaccharomyces pombe para modificar
genéticamente plantas de arroz, observando que otorga a éstas resistencia a sal,
manteniendo altos niveles de fotosintesis y reducidos niveles de especies reactivas de
oxigeno.

Otros ejemplos satisfactorios han sido obtenidos usando como modelo

Arabidopsis thaliana, lo que abre un area interesante a desarrollar,

1.4. Relacionando genes de funciéon desconocida al estrés idnico.
Hoy en dia la cuantiosa informacién genémica disponible en multiples bases de
datos nos permite enfrentar un nuevo desafio: descubrir nuevos genes asociados a

respuesta a estrés salino y/o por metales en los sistemas biolégicos.



Empleando analisis de coexpresion —utilizando datos de perfiles de expresion
global de la planta modelo Arabidopsis thaliana que se encuentran disponibles para la
comunidad académica— Alexander Vergara, durante su estadia postdoctoral en
nuestro laboratorio, generé un listado con 55 genes candidatos para ser asociados al
proceso biolégico de transporte idnico. Estos fueron denominados /TRG por “lon
Transport Related Genes”, los cuales fueron ordenados de acuerdo al coeficiente de
correlacion con el fin de priorizar su estudio. De los 55 genes se seleccionaron los 12
ITRG's con la mejor probabilidad de estar involucrados en estrés ionico. El estudio de
estos doce genes fue abordado por un equipo compuesto por Daniela Urbina
(Postdoctorado) —quién se aboco a los genes /TRG's 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 y 12—,
Matias Freire (Magister) —quién estudio los ITRG's 1, 2 y 3—, y, en lo que respecta a
este seminario de titulo, correspondi¢ el estudio del gen [TRG 7.

La plataforma “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR) mantiene una
actualizada base de datos de biologia molecular y genética de la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Dentro de la informacion disponible se cuenta con la secuencia
del genoma completo, la estructura de los genes, informacion de los productos
génicos, datos de metabolismo, datos de expresién génica, mapas del genoma y
marcadores genéticos. Al consultar informacion sobre [TRG7, de acuerdo a datos de
expresion obtenidos por microarreglos, es posible rescatar que corresponde a un gen
que se expresa en raices (Schmid y col., 2005). Sin embargo, no existen evidencias
publicadas sobre su funcién molecular.

En el afio 2001, dada la secuenciacion completa del genoma de Arabidopsis,
Ward (2001) agrupé las proteinas de membrana de esta planta en familias de funcion
conocida —basado en evidencia experimental y homologia con otras proteinas de

platas u otros organismos— o de funcién desconocida. Considerando esta



clasificacién, ITRG7 se encuentra dentro de la familia de proteinas tipo Nodulina 21 de
Medicago truncatula (MIN21), que posee 47 miembros. MtN21 fue originalmente
identificada por deteccién diferencial en una libreria hecha a partir de nodulos en
presencia versus ausencia de un rizobio (Gamas y col., 1996), por ello el nombre de
“nodulina”.

Si bien Arabidopsis no realiza nodulacién, la presencia en el genoma de este
tipo de genes —y su expresién— hace presumir que deben cumplir otros roles claves
en el desarrollo de la planta, particularmente en especies no nodulantes. Pese a esto,
el conocimiento actual de genes anotados como tipo MfN21 es limitado. Busov y
colaboradores (2004), estudiando la relacion entre maduracién y formacién de raices
adventicias en pino (Pinus taeda), sugieren una correspondencia entre la induccion por
auxina de un homélogo de MtN21 y la formacién de raices adventicias en esta especie
arbérea. Tiempo después, Ranocha y colaboradores (2010) reportaron que una
mutante pérdida de funcién de una proteina tipo MiN27 en Arabidopsis presenta
deficiencia de triptéfano y auxina, carece de transporte basipetalo de esta hormona y
muestra una desregulacion en la expresion de varios genes auxina-dependientes,
incluidos algunos involucrados en la biosintesis de la hormona, su transporte y la
respuesta a ella. A nivel morfolégico la mutante presenta un detrimento en la
elongacién celular, asi como cambios en las propiedades mecanicas y una severa
reduccion en el grosor de las paredes de las fibras del tallo. Recientemente este grupo
ha demostrado que la proteina actia como facilitador vacuolar del exporte de auxina
en vacuolas aisladas de Arabidopsis, en levaduras y en oocitos de Xenopus (Ranocha
y col., 2013).

En el afio 2012 se publicd un trabajo en el que un miembro de esta familia de

proteinas de Arabidopsis actla como transportador de aminoécidos bidireccional,



capaz de importar glutamina, histidina y aspartato en levadura y oocitos de Xenopus
laevis y exportar glutamina, valina, citrulina e isoleucina al medio de cultivo de levadura
(Ladwig y cols, 2012). Los autores proponen que esta proteina podria estar involucrada
en la liberacion de aminoacidos desde el floema hacia el espacio aploplastico,
haciéndolos disponibles para el importe en las células adyacentes del endosperma y el

embrion.

1.5. Genética reversa y expresion heterdloga

Para abordar el estudio de /ITRG7 —en el contexto de validar su asociacion al
proceso bioldgico de transporte idnico y su implicancia en el estrés idnico— en el
presente seminario de titulo se han utilizado dos aproximaciones: 1) genetica reversa
en Arabidopsis thaliana y 2) sistema de expresién heteréloga en Saccharomyces
cerevisiae.

La primera de ellas consiste en la utilizacion de una linea de Arabidopsis que
posee una mutacién insercional en el gen de interés, con el fin de caracterizar
fenotipicamente los efectos que causa la modificacion genética.

Es sabida la prevalencia que tiene la redundancia genética y funcional en
Arabidopsis, fenémeno responsable de la ausencia de fenotipo en la mayoria de las
mutantes pérdida de funcién individuales (Briggs y cols, 2008). El fenotipo a observar
—en este caso ante la presencia de iones— podria enmascararse, recordemos gque
son 47 los miembros de la familia MtN21. Por ello resulta conveniente la
complementacién del estudio con otro tipo de aproximacion.

La segunda estrategia se basa en el empleo de levadura como sistema de
expresion heterdlogo. Las levaduras son organismos eucariontes que, a diferencia de

las bacterias, poseen mecanismos moleculares y celulares que son conservados en
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plantas. Son de rapido crecimiento, de facil manipulacion genética y se dispone de una
amplia variedad de herramientas molecuiares con las que trabajar (Prelich, 2012).

La sobreexpresion de un gen de interés puede causar alteracicnes en el
fenotipo de levaduras transformadas, alteraciones que podrian otorgar luces acerca de
la implicancia de ITRG7 en el proceso de transporte ionico.

Ambas estrategias han sido utilizadas en trabajos previos con el fin de
caracterizar genes de Arabidopsis implicados en estrés u homeostasis idnica. Un claro
ejemplo lo constituye el reporte de Moreno y colaboradores (2008). Con el objetivo
analizar la especificidad de AtHMA1 -proteina miembro de la familia de las Pp-
ATPasas, implicadas en el transporte de metales pesados- realizaron
complementacioén funcional usando mutantes de levaduras defectivas en transporte de
metales pesados. La expresion heteréloga complemento el fenotipo de la cepa mutante
y en la cepa silvestre aumento la tolerancia a Cobre, Zing, Cobalto y Cadmio

Se puede también citar el trabajo de Arrivault (2006), el que utilizé una cepa de
levadura para investigar la funcion celular del transportador vacuolar MTP3 (Metal
Tolerance Protein 3) de Arabidopsis. La cepa empleada es una mutante sensible a Zinc
que carece de dos transportadores que contribuyen al transporte de este cation hacia
la vacuola. Los resultados obtenidos dan cuenta de que las levaduras que expresan
MTP3 son capaces de crecer en concentraciones de hasta 5mM de zinc, mientras que
las carentes de este transportador ven disminuido su crecimiento hasta en un 80% a
una concentraciéon de 0,5mM de zinc.

Otros ejemplos del uso de levaduras como sistema de expresion heterologo lo
constituyen los trabajos mencionados en péaginas previas, sobre la caracterizacion de

proteinas de Arabidopsis miembros de la familia de Nodulinas tipo MtN21.
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Los escasos antecedentes reportados hacen del estudio de /TRGY una
oportunidad puesto que, por un lado, se podria llegar a validar la asignacion del
proceso bioldgico de transporte i6nico, y por otro, se estableceria una conexion con el
estrés ocasionado por exceso de sal y/o de metales, mostrando de esta manera un rol
multipropésito de la familia de proteinas tipo nodulina en Arabidopsis thaliana.
Paralelamente, se contaria con un gen candidato para el cual se podrian evaluar
potenciales usos biotecnoldgico, tanto en sistemas vegetales de interés agricola como
en levaduras utilizadas en el Ambito industrial.

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados, en el presente seminario de
titulo se evalué y se cuantificé parametros fenotipicos de plantas tipo silvestre y de
piantas mutante en /TRG7 —crecidas a la par— en medios con presencia de sales.
Luego, se generaron las herramientas moleculares que permitiran la sobreexpresion
del gen en sistemas vegetales y/o la complementacién de plantas mutantes con fines
tanto de estudio como de aplicaciéon biotecnolégica. Por Ultimo, se transformo
levaduras con el gen ITRG7 —expresado constitutivamente— y el efecto de los iones
en su crecimiento fue analizado.

Los resultados obtenidos logran acercarse a la hipétesis planteada y dan

cumplimiento a los objetivos planteados.
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1.6. Hipodtesis

“ITRG7 otorga resistencia a estrés ionico en Arabidopsis thaliana y
Saccharomyces cerevisiag”

1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

-Evaluar la participacion de ITRG7 en estrés i6nico en Arabidopsis thaliana y
Saccharomyces cerevisiae.

1.7.2. Objetivos especificos

-Caracterizacion y evaluacion de la mutante insercional itrg7-1 de Arabidopsis
thaliana frente a estrés iénico.

-Generacion de las herramientas moleculares necesarias para la transformacion
en Arabidopsis thaliana con ITRG7.

-Evaluacion de la tolerancia de Saccharomyces cerevisiae transformadas con

ITRG7 frente a estrés salino y por metales.



2. MATERIALES Y METODOS

21. Bases de datos y programas informaticos utilizados

La secuencia nucleotidica y aminoacidica de ITRG7 fue obtenida desde la base
de datos The Arabidopsis Information Resource, TAIR (www.arabidopsis.org),
mediante el cddigo del gen en formato ATxGxxxxx (se omite por asuntos de propiedad
intelectual). Para analizar en primera instancia la secuencia proteica de ITRG7 se
empled la herramienta InterProScan (www.ebi.ac.uk/Tools/pfafiprscan). Dada la
informacion arrojada por este programa se procedid a realizar una serie de andlisis
predictivos con varias herramientas disponibles. Los analisis de putativos dominios
transmembrana se hicieron con los algoritmos Phobius (http://phobius.sbc.su.se),
TmHMM  (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) vy Sosui  (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jpfsosui/sosui_submit.html). Para la determinacién de presencia de péptido sefal
se emplearon los servidores web SignalP 3.0 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP3.0/),
PrediSi (www.predisi.de) Vi SosuiSignal (http://bp.nuap.nagoya-
u.ac.jp/sosui/sosuisignal/sosuisignal_submit.html). La prediccibn de localizacion
subcelular se hizo con los servidores TargetP 1.1
(http:/fwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), Predotar 1.03
(http://urgi.versailles.inra fripredotar/predotar.html) e IPSORT (http://ipsort.ngc.jp/). Por
Gltimo, la topologia de ITRG7 fue calculada mediante los programas TOPPRED
(http://mobyle.pasteur.fr/icgi-bin/portal. py ?#forms::toppred) y RBDE

{http:/ficb.med.cornell.edu/crt/RbDe/RbDe.html).
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Con el fin de recabar informacion adicional acerca de ITRG7Y se consultaron las
siguientes herramientas integrativas de bases de datos:

The Arabidopsis thaliana Integrated Database, ATIDB (http://atidb.org/)

Gonuts (http://gowiki.tamu.edu/wiki/index.php/Main_Page)

AceView (http:/imww.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Acembly/)

RIKEN SciNetS (https://database.riken.jp/sw/en/SciNetS/crib158s66i/)

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

Predict Protein (http://www. predictprotein.org/)

Para el analisis in-silico de la expresion génica de [TRG7 se empled la
herramienta de andlisis de datos de microarreglos Arabidopsis eFP Browser
(http://bar.utoronto.calefp/cgi-bin/efp\Web.cgi), en donde se comparé su expresién con
tres genes de expresion constitutiva, validados y ampliamente utilizados (Czechowski y
col., 2005): Actina 2 (AT3G18780), Ubiquitina 10 (AT4G05320) y Proteina Fosfatasa
2A (AT1G13320). Se analizé y compard los niveles de transcrito tanto a nivel de las
diferentes etapas de desarrcllo de Arabidopsis thaliana como en tratamientos abidticos,
ambas opciones entregadas por la interfaz grafica.

La mutante insercional itrg7-1 fue obtenida desde la coleccion SALK (SIGNAL,
http://signal.salk.edu) que es administrada por el banco de mutantes Arabidopsis
Biological Resource Center, ABRC (http://abrc.osu.edu/).

El disefio de los partidores para PCR cuantitativo y convencional fue realizado
con la herramienta Oligo Analizer, disponible en http://www.idtdna.com (mayores

detalles en la seccién 2.6).
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2.2. Medios y condiciones de cultivo
2.21. Cultivo de Arabidopsis thaliana

Para el cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana se empled el medio
hidropénico y el medio Murashige-Skoog (MS), para cultivo en invernadero e in-vitro,
respectivamente. La preparacién y utilizacion de ambos medios se describe a
continuacion:
—~Medio hidropénico, composicion solucién stock 100x: KNO; 125 mM, Ca(NO3), 150
mM, MgS0, 75 mM, KH,PO, 50 mM, KCI 5 mM, H;BO; 5 mM, MnSO, 1 mM, ZnS0O,
200 pM, CuSQO,4 150 pM, (NH4)eMo7;0,; 7,5 M, Na,SiO; 10 mM y Sprint 330 7,7 mM
(Fe quelado en acido dietilentriaminopenta acético), ajustando el pH a un valor final
igual a 5. Para obtener una solucién 1x se diluye en agua corriente (Gibeaut y col.,
1997). Las semillas fueron puestas en soporte de lana de roca embebida en medio
hidropénico, las que se ajustaron a los agujeros de las cajas de cultivo. Una vez
sembradas, a las cajas se les colocd una pelicula plastica en la parte superior,
manteniéndose hasta que todas las plantas presentaran roseta vegetativa, tras lo cual
se procede a retirar la pelicula plastica. Las plantas fueron mantenidas en este medio
hasta que comenzaron a secarse, momento en el cual se dejé de suministrarles el
medio y se les colocé un capuchon de papel, con el fin de recolectar semillas.
—Medio MS sdlido (MS 0,216% p/v, MES 0,05% p/v, sacarosa 1% plv, pH 5,7, fitoagar
0,8% plv). Las placas fueron puestas de manera horizontal para el caso de los ensayos
de germinacion (por 7 dias) y de manera vertical para los ensayos de largo de raiz (por
10 dias) y biomasa (por 21 dias), en condiciones de temperatura constante a 22°C,

fotoperiodo de 16/8 (h luz/oscuridad) y luminosidad de 4000 lux.
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2.2.2. Cultivo de bacterias

Se utilizé medio LB (NaCl 1% p/v, extracto de levadura 0,5 p/v, peptona 1%
p/v). Para obtener medio sélido se adicionéd agar bacteriolégico al 1,5% p/v. Se dispuso
de incubadores con agitacion y estufas a 36°C y 28°C para los cultivos liguidos y
solidos de E. coli y A. tumefaciens, respectivamente.

2.2.3. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Para el cultivo de levaduras se utilizaron los medios descritos a continuacion:

Medio YPD —del acrénimo Yeast, Peptone, Dextrose— compuesto por extracto
de levadura 1% p/v, peptona 2% p/v y glucosa 2% p/v. Para obtener medio sdlido se
adicioné agar bacteriologico al 1,5% p/v. El extracto de levadura aporta todos los
aminoacidos necesarios para el desarrollo.

Medio YMM —del acrénimo Yeast Minimal Medium— es un medio que permite
la seleccién por auxotréfia de levaduras, ya que se le adiciona una mezcla de
aminoacidos definida para el crecimiento de las levaduras de interés. Esta mezcla
dependera del genotipo de la levadura y del marcador de seleccion del plasmidio a
utilizar. El medio es elaborado con base nitrogenada de levadura 0,17% p/v, (NH4),SO,
0,5% p/v, glucosa 2% p/v, mezcla de aminoacidos 1 al 0,7% pf/v y mezcla de
aminoacidos 2 al 0,4% p/v (detalles de las composiciones de estas mezclas de
aminoacidos en el anexo 1). Para medio sdlido se adicion6 agar bacteriol6gico al 1,5%
p/v.

Se dispuso de estufas e incubadores con agitacién a 28°C para los cultivos

solidos y liquidos, respectivamente.
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2.2.4. Ensayos de estrés idnico

Para evaluar el efecto de iones, éstos fueron ariadidos luego del proceso de
autoclave de los medios, momentos antes de preparar las diferentes placas. Para esto,
se dispuso de soluciones stock de los distintos compuestos a una concentracion de
1M, esterilizados en campana por medio de filtros con poros de 0,22 pm adosados a
jeringas. En la Tabla Il se listan los compuestos utilizados y la concentracion empleada
en cada experimento realizado en el presente seminario de titulo.

Tabla Il. Compuestos y concentraciones utilizadas en los experimentos del presente
seminario de titulo.

Compuestos y concentraciones utilizadas

Ensayos en plantas CdCl, CuS0, NaCl
Evaluacién del efecto en niveles 100, 150 y
de transcrito de ITRG7 20y 200uM bk e 250mM
Germinacidn (wt v/s itrg7-1) 50 y 100puM 50 y 100pM 100 y 150mM
Largo de raiz (wt v/s itrg7-1) 50 y 75uM 50 y 100pM 100 y 150mM
. 100,150y
Peso fresco (wt v/s itrg7-1) 20, 75 y 200uM 15, 50 y 100pM 250mM
Ensayos con levadura NacCl ZnS0O, CuS0, CdCl, CoCl,
Crecimiento en placa 0,5y 1M 10mM 1y3mM  75uM 500uM
Crecimiento en medio liquido - - 1mM 50uM 500 uM

2.3. Material biolégico empleado en el seminario de titulo
2.3.1. Plantas de Arabidopsis thaliana

Se emplearon 2 lineas de Arabidopsis thaliana, una correspondiente a planta
tipo silvestre y otra correspondiente a la mutante insercional SALK jtrg7-1, ambas de
ecotipo Col-0.
2.3.2. Esterilizacion y estratificacion de semillas

Se coloco la cantidad necesaria de semillas en un tubo de microcentrifuga de
1,5 mL y bajo campana se agregé 1 mL de EtOH al 80%, se agit6 y se descarté el

liquido. Luego, se adiciond 1 mlL de Hipoclorito al 5%, se agitd, se decantd y se
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descartd. Inmediatamente se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril. Por
altimo, se adicioné 300 pyL de agua estéril y se almacenaron por 2 dias a 4°C en
oscuridad, esto con el fin de sincronizar la germinacion. Pasado este tiempo las
semillas estan listas para ser sembradas.
2.3.3. Extraccion de ADN genémico de Arabidopsis thaliana

A un tubo de 1,5 mL se agregaron 100 pL de solucién tampén de extraccién
(Tris-HCI 0,2 M, pH 9,0, LiCl 0.4 M, EDTA 25 mM, SDS 1% p/v) y se molieron en su
interior 100 mg de tejido de plantas de Arabidopsis con un micropistilo. El micropistilo
se lavd con 300 pL de solucion tampén de extraccion y se utilizdo vortex para
homogeneizar el contenido del tubo. Luego, se centrifugd a 13.000xg y a temperatura
ambiente por 5 minutos. Concluida la centrifugacidon se traspasé 350 uL de
sobrenadante a un tubo con 350 L isopropanol, y se mezcld su contenido invirtiendo
el tubo 5 a 10 veces, tras lo cual se dejé incubando por 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir la precipitacién de los acidos nucleicos. En seguida se
centrifugé por 10 min a 13.000xg. El sobrenadante fue eliminado, se adiciond 1mL de
EtOH 80% y se mezclé invirtiendo el tubo entre 5 a 10 veces. Se centrifugd
nuevamente a 13.000xg por 5 minutos a temperatura ambiente, se eliminé el
sobrenadante, y el tubo fue puesto hacia abajo en un trozo de papel absorbente con el
fin de remover el etanol restante. Posteriormente se dejd el tubo a temperatura
ambiente por 1 h con el fin de evaporar el etanol residual. Por ultimo, se adicioné 100
yL de solucién tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1mM), se mezcl6 el tubo
entre 5 a 10 veces para homogeneizar y se guardd a 4°C para realizar con el DNA
gendémico posteriores andlisis. La calidad del ADN gendmico aislado fue evaluada

mediante la amplificacién del gen de actina.
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2.3.31. Genotipificacion de lineas de Arabidopsis thaliana

Las lineas de Arabidopsis tipo silvestre e itrg7-1 fueron genotipificadas con el fin
de comprobar la presencia ¢ ausencia de la insercidn de T-DNA y la homocigosis de la
misma. Para esto se realizaron tres analisis de PCR. Usando ADN gendmico como
templado se amplificé un segmento del gen que confiere resistencia al antibidtico
Kanamicina, nptlf, para confirmar la presencia del de la insercion de T-DNA en la
mutante. Este gen no se encuentra en plantas tipo silvestre. Para confirmar la
presencia de la insercién que interrumpe el gen ITRG7 se realizo la amplificacion de un
segmento comprendido entre la region izquierda (LB, Left Border) de la insercién y la
region promotora del gen /TRG7, mediante la utilizacion del partidor LBb1.3 —que
hibrida en el borde izquierdo de la insercién de T-DNA—, y el partidor p/TRG7R (ver
Figura 1, flechas en rojo). Para evaluar la presencia del alelo silvestre se realizo la
amplificacion de un segmento de 504 pares de bases, presente en el promotor del gen
ITRG7?, con los partidores denominados p/TRG7 Fy p/TRG7 R (ver Figura 1, flechas
en azul). Si existe la insercién de T-DNA, el segmento de 504 pb no debiese amplificar,
ya que la insercion es de alrededor de 9.000 pb, tamafio que no puede ser abordado
por la polimerasa empleada. Los detalles de cada partidor y los tamafios esperados en
estas reacciones se encuentran en la Tabla Ill. El programa de PCR utilizado en las
reacciones se encuentra en la Tabla IV, para lo cual se empled la enzima polimerasa
Paq5000 (Agilent Technologies ®). Las condiciones por reaccién, de 20 uL como
volumen final, fueron: 15,6 pL H,O libre de nucleasas, 2 pL tampén de reaccion 10x,
0,4 uL mix dNTP’s 10mM c/u, 0,4 pL Partidor 1 10 pM, 0,4 pL Partidor 2 10 uM, 1 pL

DNA templado, 0,2 pL enzima Paq5000 (5 U/pL).
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LBb1.3 PITRGTR
— o —

5 s S0 s €3 =
PITRGT F PITRGT R

Figura 1. Esquema del gen ITRG7 silvestre y el alelo mutante en la linea itrg7-1. En azul se
muestra la zona del promotor del gen y en verde los exones (barras) e intrones (lineas). En rojo
se muestra la insercion de T-DNA, sefialando el lugar en donde se encontraria, cercana a la
parte media del promotor. Se sefialan partidores utilizados para genctipificacién y el tamafio del
segmento respectivo.

Tabla lil. Partidores empleados para la genctipificacion de las lineas de A. thaliana.

Tamario -—
Partidor TT Secuencia 5" -3’ segmento a Amplifica en
(C°) plantas
amplificar
Actina F 54 CACACTTTCTACAATGAGCT . :
Tipo silvestre y
836 phy mutantes
(gDNA), 688 h ;
omocigotas o
Pb (cDNA) heterocigotas
ActinaR 54 GCAGTGATCTCTTTGCTCAT
nptll F 54 CAAGATGGATTGCACGCA
Mutantes
624 pb homocigotas o
heterocigotas
nptll R 54 CTATGTCCTGATAGCGGT
piTEG? 57 AGTGTGTGGTGGTGACTTGTGAT
504 pb Tipo silvestre
ple;G? 57 ATCCCCABATGAAGAATTCA
enig?egga " Mutantes
LBb1.3 57 ATTTTGCCGATTTCGGAAC o Sa o or homocigotas o

pITRG7 R heterocigotas
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Tabla IV. Programa de la reaccion de PCR empleado para la genotipificacion de las lineas de
Arabidopsis thaliana.

Fase Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

1 1 94 10 min 1
1 94 30s

2 2 Tm partidores 1 min 30
3 72 1 min

3 1 72 10 min 1

4 1 4 0 1

2.3.3.2. Extracciéon de ARN de tejido vegetal y sintesis de ADNc¢ de lineas de

Arabidopsis thaliana

Las extracciones de ARN se realizaron mediante el kit /nvitrap Spin Plant RNA
Mini Kit (Invitek®) siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. EI ARN fue
conservado a -80°C.,

Para comprobar la calidad y concentracién del ARN obtenido se emple6 el
equipo ND-1000 (Nanodrop®), considerando como patrones de calidad aceptables un
rango de concentracion entre 300 - 1600 ng/pL y un rango de ODazspzs0 1,80 - 2,25. La
integridad de los ARN se evalu6 mediante electroforesis denaturante (agarosa 1,5%
p/v, agua libre de nucleasas, fusién en microondas, MOPS 40mM, 3% v/v de
formaldehido al 37%). Se carg6 en el gel 1,5 pL de RNA conteniendo tampén de carga
1x (Winkler®), denaturado mediante tratamiento de 10 min a 70°C y enfriamiento
rapido en hielo por 5 min. Posteriormente, la electroforesis se realizé por 45 min a 70V,
bajo campana de extraccion. Los geles fueron visualizados en un transiluminador con
captura de imagenes modelo MultiGenius® SN SYDR/2082 de Syngene — Synoptics
Ltd.

Uno de los pasos previos a la sintesis de ADNc corresponde a tratamiento de
las muestras de ARN con DNAasa. Para ello se tratd el ARN en una concentracion de

0,2 pa/uL y se mezclé con 1 yL de DNAsa | (1 U/uL, Fermentas), 1uL tampoén de
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reaccion DNAsa 1x, 0,5 uL Ribolock (40 U/pL, Thermo Scientific, concentracion final 2
U/uL) y se completé con H,O libre de nucleasas hasta lograr un volumen final de 10 pL.
Se incubd esta reaccion por 30 min a 37°C y luego por 10 min a 65°C y se agreg6 1 L
EDTA a una concentracion final de 2,5mM para inactivar la enzima.

Luego del tratamiento de las muestras de ARN con DNAsa, se deben hibridar
los ARN con el partidor Oligo dT (ver listado de partidores de la Tabla IX). La
hibridacién del partidor Oligo dT a la cola de poli(A) de los ARN mensajeros permite
que la enzima transcriptasa reversa sintetice la primera hebra de ADNc. Para ello, se
mezclan en 2 tubos separados 0,5 pg de partidor con 5 pL de solucién del tratamiento
con DNAsa obtenida anteriormente, incubandose ambos a 70°C por 5 min, y luego a
4°C por otros 5 min. Se utilizan 2 tubos separados con el fin de tener un control
negativo para el tratamiento con transcriptasa reversa (sin la adicion de ésta). Luego,
se prosigui6 con la transcripcion reversa, empleando 6,1 uL de H,O libre de nucleasas,
4 pL tampén de reaccion 1x ImProm-Il, 2,4 pL de MgCl; 25 mM (final 3 mM), 1yl
mezcla dNTP’s 10 mM c/u (final 0,5 mM), 0,5 pL Ribolock (40 U/uL, Thermo Scientific,
final 1 U/uL), 5 L de tratamiento Oligo dT-ARN y 1 uL de enzima transcriptasa reversa
ImProm-1l (160 U/uL, Promega®, final 8 U/uL) o 1 pL de H,O libre de nucleasas en el
caso del control negativo. Por Ultimo, se siguié el protocolo de la Tabla V en un
termociclador.

Tabla V. Protocolo empleado para realizar la sintesis de ADNc.

Fase Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 25 5
2 42 90

3 70 15
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2.3.3.3. Amplificacién y aislamiento del ADNc de ITRG7

La amplificacion del ADNc de ITRG7 se realizd empleando la enzima
polimerasa Pfu (Fermentas®), la que posee actividad correctora, permitiendo obtener
amplificados de alta fidelidad. La reaccién —con un volumen final de 20 uL— se realizo
como sigue: 11,8 uL de H,O libre de nucleasas, 2 pL tampdn de reaccion Pfu 1x, 0,4
uL mezcla dNTP’s 10 mM c/u (final 0,2 mM), 3,6 pL de MgSO, 25mM (final 4,5 mM),
0,4 L partidor ITRG7-F, 0,4 pL partidor ITRG7-R, 1 pL templado ADNc de planta tipo
silvestre, 0,4 uL enzima Pfu 2,5 U/pL (final 1 U/pL). En el caso del control negativo, se
agrega 0,4 pL de H,O libre de nucleasas en vez de enzima. El programa de PCR
empleado se muestra en la Tabla VI.

Se procedi6 a correr en gel de agarosa el producto de PCR, se visualizé en un
transiluminador y se cortd la banda correspondiente al ADNc de /TRG7 (1080pb).
Luego, se purificé el ADNc de ITRG7 mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla VI. Programa de PCR para amplificar [TRG7.

Fase Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 1 94 10 min 1
1 94 30s
2 2 52 1 min 30
3 72 2 min
3 1 72 10 min 1
4 1 4 e 1

2.3.4. Cepas de Escherichia coli

En este seminario de titulo se emplearon 2 cepas de E. coli, correspondientes a
la cepa Mach1 (Invitrogen®) y a la cepa DB3.1 (resistente al marcador de seleccion
ccdB empleado en los sistemas Gateway® de Invitrogen®). La primera de ellas se

empled para obtener transformantes con el vector pCR8-ITRG7. La segunda,
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resistente al antibiético estreptomicina (25 pg/mL), se empleé para la replicacion de los
vectores de expresion en levaduras y plantas, que poseen el marcador ccdB, cuyo
producto génico ataca la DNA girasa y es letal para todas las cepas, excepto para la
cepa DB3.1, la que presenta una mutacion en la DNA girasa que la hace resistente a
ccdB. Mayores detalles de los vectores utilizados se muestran en la Tabla VIl
2.3.4.1. Preparacion de células quimiocompetentes de E. coli

Mach1 y DB3.1 quimiocompetentes. Se inoculé un matraz con 250 mL de medio
LB con la cepa almacenada a -80°C. Se incubd en agitacién a 28°C hasta una
D.O.s0onm de 0,3. Se centrifugé a 3.000xg por 10 min a 4°C y se elimind el
sobrenadante. Se agreg6 5 mL de tampon CCMB80 (KOAc pH 7,0 10 mM, CaCl,-2H,0
80 mM, MnCl,-4H,0 20 mM, MgCl,-6H.O 10 mM y glicerol 10%, esterilizado por
filtracién). Se resuspendieron las células con cuidado y luego se agregé CCMB80
hasta 40 mL. Se incubd esta suspension en hielo por 20 min, luego se centrifugé a
2.000xg por 8 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron suavemente
las células en 20 mL de CCMB80. Se midio la D.0.g0onm de una mezcla de 200 plL de
células resuspendidas y 800 pL de medio LB. Se agregé CCMB80 a la suspension
inicial hasta alcanzar una D.O.s00nm €ntre 1 y 1,5. Por ultimo, se incubaron en hielo
durante 20 min y se alicuoté de a 100 pl. para Mach1 y de a 200 yL para DB3.1 en
tubos de 1,5 mL estériles y frios. Las células quimiocompetentes se guardaron a -80°C.
2.3.4.2. Transformacién de E. coli

MACH1: se siguieron las instrucciones dadas por el fabricante (numero de
catalogo C8620-03).

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

con el vector de interés por 45 min en hielo. Luego se dio un golpe de temperatura por
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30 s a 42°C y se enfrid en hielo por 5§ min. Se agregd 1 ml de medio LB y se crecid en
agitacion por 1 h a 37°C. Se sembrd 200 L de este cultivo en una placa. Los restantes
800 pL se centrifugaron a 1.000xg por 4 min, resuspendiendose en el minimo de
volumen, el cual fue sembrado. Las placas a usar deben contener los antibiéticos
respectivos para cada marcador de seleccién de los vectores empleados, de manera
de seleccionar las bacterias que han sido transformadas con el vector de interés.
2.3.5. Cepa de Agrobacterium tumefaciens

La cepa de Agrobacterium tumefaciens utilizada corresponde a GV3101 y es
resistente a los antibidticos gentamicina (50 pg/mL) y rifampicina (12,5 pg/mL).
2.3.561. Preparacién de células competentes de A. tumefaciens

Las bacterias fueron crecidas hasta alcanzar la fase log (tiempo de duplicacién
de aproximadamente 2 h). 2 mL de este cultivo fueron transferidos a 50 ml de medio
LB fresco y este cultivo se crecié hasta obtener una D.O.go0nm de 0,5. Posteriormente
las células fueron enfriadas durante 10 min en hielo y sedimentadas a 3.000xg por 5
min, luego de lo cual fueron suspendidas en 1 mL de CaCl; 20 mM. Las células fueron
alicuotadas de a 100 pL en tubos de 1,5 ml y almacenadas a —-80°C hasta ser
utilizadas.
23.5.2. Transformacion de A. tumefaciens

100 pl de células competentes de A. fumefaciens fueron mezcladas con 1 ug
del vector binario de interés {concentracion de 1 pg/uL de vector). Dicha mezcla fue
congelada con nitrégeno liquido por 5 min., posteriormente se descongelé a 37° C
durante 25 min. Inmediatamente se le agregé 1 mL de medio LB y se incubé por 3 h
en agitacién a 28° C. Finalmente las células fueron recolectadas por centrifugacién

durante 1 min a maxima velocidad y el sobrenadante fue descartado, dejando
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aproximadamente 100 pL de medio para resuspender las células, las cuales fueron
puestas en medio LB agar suplementado con gentamicina 100 pg/mL, rifampicina 10
pg/mL y el antibidtico de seleccion dependiendo del vector utilizado, de manera de
hacer la seleccién del Agrobacterium transformado. Las placas fueron incubadas
durante 2 dias a 28°C para obtener colonias transformantes y realizar posteriores
analisis.
2.3.6. Levadura Saccharomyces cerevisiae

La cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae empleada es BY4743 (MATalq;
his301/his301; leu2A0/eu2A0; LYS2/ys200; met15A0/MET15; ura3A0/ura3A0). Para
efectos del presente seminario de titulo, se le considerara como tipo silvestre. Esta
cepa presenta auxotréfia para los aminoéacidos histidina, leucina y uracilo, es decir, sus
rutas de biosintesis se encuentran interrumpidas por lo que deben suplementarse en el
medio.
2.3.6.1. Preparacion de células electrocompetentes de S. cerevisiae

Se inocul6 100 mL de medio YPD con la cepa BY4743, y se incub6 a 28°C con
agitacion constante hasta alcanzar una D.O.gonm entre 1,3 y 1,5. Los 100 mL iniciales
se centrifugaron en dos tubos Falcon de 50 mL a 2.500xg por 5 min a 4°C. El
sedimento obtenido se lavo 2 veces con agua estéril fria centrifugando a 2.500xg por 5
min a 4°C. Luego, cada tubo se lavé con 50 mL de agua esteril fria y se centrifugd
nuevamente a 2.500xg por 5 min a 4°C. El sedimento de células de cada tubo se
suspendié en 4 mL de sorbitol 1 M (estéril y frio), luego se volvié a centrifugar a
2.500xg por 5 min a 4°C y finaimente se suspendieron las células de cada tubo en 100
uL de sorbitol 1 M, almacenandolas a 4°C hasta su uso (no mas de 3 dias). De esta

manera se obtienen dos alicuotas de células electrocompetentes.
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2.3.6.2. Transformacion de S. cerevisiae por electroporacion

Se mezclé una alicuota de células electrocompetentes con 100 ng del vector de
interés en 0,1 — 5 pL de tampén TE o agua nanopura desionizada. Esta mezcla se
agrego a la cubeta de electroporacion de 2 mm de paso y se incub6 por 4 minutos en
hielo. La electroporacion se llevd a cabo en el equipo Gene Pulser Xcell Electroporation
System (BIORAD®), en donde se dio un pulso de 1,5 kV, 25 uF y 200 Q, y por un
tiempo de 4,5 — 5 m. Con el objeto de permitir la recuperacion de las células se agregd
1 mL de medio YPD, traspasandose el contenido de la cubeta a un tubo de 1,5 mL,
incubandose por 1 h con agitacion a 28°C. Después de esto, el tubo se centrifugoé a
1.000 g por 4 min y las células se lavaron con medio YMM. Se tomaron 100 L y se
sembraron en una placa con YMM. Los 900 pL restantes se sedimentaron y se
resuspendieron en un volumen minimo para ser también sembrados. Luego se analizd
las colonias transformantes, correspondientes a una célula que adquirid, por el vector,
la propiedad de vivir en un medio auxotréfico. La auxotréfia, en conjunto con un
plasmidio que recupere su prototrofia y un medio minimo adecuado, permite
seleccionar las levaduras de interes.
2.3.6.3. Extraccion de ARN de levaduras y sintesis de ADNc

Para la extraccién de ARN de levaduras se empleé 10 mL de cultivo crecidos
por 2 dias. Se centrifugé a 3.000xg por 5 min, se elimind el sobrenadante y se
congelaron los tubos en N, liquido. Se agregé 1 mL de Tri Reagent y luego 100 uL de
perlas de vidrio de 0,5 mm. Se utilizd vortex a temperatura ambiente con cada tubo,
procurando realizar esto de a uno ya que el trizol se filtra. Luego del vortex se incub
cada muestra por 8 min a temperatura ambiente, tras lo cual se agregé 200 L de

cloroformo, agitandose suavemente y centrifugando a 12.000xg por 10 min a 4°C. Se
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transfirié cada fase acuosa a un tubo nuevo y se agregd 1 volumen de fenol
acido:cloroformo 1:1, se mezcld y se centrifugd a 12.000xg por 10 min a 4°C, tras lo
cual se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo limpio. En aquellos casos en donde se
obtuvo una interfase opaca blanca entre el fenol y la fase acuosa se volvid a realizar la
separacion con fenol &cido: cloroformo hasta obtener una interfase limpia.
Posteriormente, a la fase acuosa se le agregé 1,5 volimenes de isopropanol frio, se
dejé incubando a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugé a 12.000xg por 10
min a 4°C, descartandose el sobrenadante. Se resuspendié en 50 yL de H,O libre de
nucleasas, se agregé 500 pL de EtOH 75% vy se centrifugd a 8.000xg por § min a 4°C.
Descartandose el sobrenadante, se secd el tubo con el fin de eliminar las trazas de
EtOH y se resuspendio en 50 yL de H,O libre de nucleasas, guardandose las muestras
a -80°C. Por ultimo, se realizaron los analisis correspondientes de calidad e integridad
de ARN y sintesis de ADNc de manera similar a lo descrito en la seccién 2.3.3.2.
2.3.6.4. Extraccion de proteinas desde levaduras y analisis de Western Blot

Para realizar la extraccion de proteinas se sedimentaron 10mL de cultivo
saturado de levaduras (D.O.gp =2,5), se descart6 el sobrenadante y se suspendieron
en 100 pL de agua destilada. Se agregé 200 pL de NaOH 0,1M. Se incubd por
minutos y se sedimentaron a 5.000xg por 3 min. El sedimento obtenido fue suspendido
en 100 L de tampon Laemmli (4% SDS, 20% Glicerol, 10% 2-B-mercaptoetanol,
0,004% azul de bromofenol, 0,125M Tris-HCI) mediante vortex por 30 s. Luego, la
muestra se incubd por 10 min a 80°C. Se centrifugd a 17.530xg y se guardd a -80°C
hasta su utilizacién.

La electroforesis de las proteinas de levaduras se realizé mediante SDS-PAGE.

Esto y la posterior transferencia de proteinas a una membrana fueron realizados en
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condiciones estandar. El gel separador contenia de 12 a 14% de acrilamida. Se utilizo
Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific®) como marcador de peso
molecular. Para la transferencia se ocupd una membrana de nitrocelulosa. Los
anticuerpos utilizados corresponden a anti-GFP —preparado en ratén— y anti-ratén
lgG-peroxidasa. La deteccion de la sefial del Western-Blot se realizé utilizando
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific®) para
visualizar la actividad peroxidasa. Se utilizé una pelicula fotografica (Kodak) con el fin
de revelar las bandas correspondientes.
2.4. Vectores utilizados

Los vectores usados poseen la tecnologia Gateway® y se listan en la Tabla VII.

Tabla VIl. Resumen de los vectores empleados en el presente seminario de titulo.

Nombre vector | Marcador de seleccién | Descripcion
Vector de clonacion
pCR8 Espectinomicina 50 pg/mL Vector de ligacion y
(en bacteria) clonamiento.
Espectinomicina 50 pg/mL Vector de clonamiento con el
pPORE-TRET i (en bacteria) " inserto de cDNA de /TRGY.
Vectores de expresion en levaduras
Sensibilidad a ccdB (en Vector de expresion
pAG426GPD-ccdB-EGFP bacteria), URA+ (en constitutiva de GFP en
levadura) levadura.
Ampicilina 200 pg/mL (en Vector de expresion
pAG426GPD-ITRG7-EGFP bacteria), URA+ (en constitutiva de la fusién ITRG7-
levadura) GFP en levadura.
Sensibilidad a ccdB (en

Vector de expresién

pAG426BR0-GadR-HA bacteria), URA+ (en constitutiva de HA en levadura.
levadura)
Ampicilina 200 pg/mL (en Vector de expresion
pAG426GPD-ITRG7-HA bacteria), URA+ (en constitutiva de la fusion ITRG?-
levadura) HA en levadura.

Vectores de expresion en plantas

Sensibilidad a ccdB y
pGWB5-ccdB-GFP kanamicina 200 pg/mL (en
bacteria)

Vector de expresién
constitutiva de GFP en plantas.

Vector de expresion

Kanamicina 200 pg/mlL (sn constitutiva de la fusion ITRG7-

pGWBS5-ITRG7-GFP

Bagtena: GFP en plantas.
Sensibilidad a ccdB (en Vector de expresion
pMDC85-ccdB-GFP bacteria) y kanamicina 200 | constitutiva de GFP en plantas.

pg/mL (en bacteria) Presenta doble promotor 35s.
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Nombre vector Marcador de seleccion Descripcién
Vector de expresién
Kanamicina 200 ug/mL (en | constitutiva de la fusién ITRG7-
RMRCES-ITRIA-OFP bacteria) GFP en plantas. Presenta
doble promotor 35s.
Sensibilidad a ccdB (en Vector de expresion
pGWBS8-ccdB-His bacteria) y kanamicina 200 constitutiva de epitope de 6
ug/mL (en bacteria) histidinas en plantas.
Vector de expresion
; Kanamicina 200 pg/mL (en | constitutiva de la fusién ITRG7-
pOWBS-ITREAHis bacteriaL)Ig 6xHis (epitope de 6 histidinas)
en plantas.

El clonamiento del ADNc de /TRG7 en cada uno de los vectores se llevd a cabo
mediante recombinacién homéloga con el kit Gateway LR Clonase (Invitrogen®) y
siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante (nimero de catélogo 11791-020).
2.5. Extraccion de ADN plasmidial

Con el fin de comprobar las transformaciones realizadas en las distintas
bacterias, se procedié a la extraccion del material plasmidial para poder utilizarlo en
reacciones de PCR. Para ello, desde un cultive de al menos 16 h de E. coli 0 48 h de
A. tumefaciens, transformadas con el vector de interés, se toman 1,5 mL y se
sedimentan por centrifugacion a 17.530xg por 10 s. El sobrenadante fue descartado
dejando un volumen minimo para resuspender las células (50 pL). Las celulas se
resuspendieron totalmente e inmediatamente después se agregd 300 pL de solucién
amortiguadora TENS (TRIS pH 7,5 10 mM, EDTA pH 8,0 1 mM, NaOH 0,1 My SDS
0,5%) y se mezcld en vortex por 2 s. Luego, se agreg6é 150 uL de acetato de potasio
(KAc) pH 4,7 3 M y se mezclo en vortex por 2 s. La suspension fue centrifugada por 2
min a 17.530xg para sedimentar el ADN cromosdémico y los residuos celulares. El
sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se le agregd 900 L de EtOH 100% a
temperatura ambiente, inmediatamente el ADN fue sedimentado a maxima velocidad

por 2 min. El sobrenadante fue descartado y el sedimento se lavé 2 veces con 1 mL de
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EtOH 80% preenfriado a -20°C. Finalmente, el ADN se dejé secar y se resuspendié en
20 L de agua libre de nucleasas con RNAsas 10pg/mL.
2.6. Partidores, reacciones de PCR y visualizacion de los amplificados

Los partidores se disefaron de acuerdo a los criterios mostrados en la Tabla
VIll, segin su funcién en PCR convencional o PCR cuantitativo. Los partidores
empleados en el presente seminario de titulo se encuentran listados en la Tabla IX.

Tabla VIIl. Criterios utilizados en el programa Olige Analyzer para el disefio de partidores segun
su uso en PCR convencicnal o PCR cuantitativo.

PCR convencional gPCR
Concentracion Oligo 0,2 uM 0,1 uM
Concentracion Na* 0 0
Conentracién Mg™* 2mM 2 mM
Concentracion dNTP’s 0,2 mM 0,2 mM
T Entre 52° a 58° Entre 60° a 63°, ideal 61°
Diferencia T, entre
partidores Forward y No mas de 5° No mas de 1°
Reverse

Considerar partidor reverse
en el extremo 3'UTR del

Comentarios generales - mensajero. La longitud de
los partidores puede ser
hasta de 14 pb minimo.

AG > -6 Kcal/mol en homodimero y heterodimero

Tabla IX. Partidores empleados en el seminario de titulo.

Partidor ;?) Secuenc;n; fig,l)partldor Descripcion
Oligo dT 70 CGCCACGCGTCGACTAGTA- Partidor que permite sintetizar
'90 CTTTTTTTTTTTTTTTTT cDNA a partir de mMRNA
Partidores que permiten
ITRG7-F 52 ATGGGCAAAGGAGTAGTATCA amplificar & ORF de /TRG?,
ITRG7-R 52 CACTTCAGATTCAGAATTACT £onun tamaggl\?zﬂ RAOPR =N
Partidores que permiten
& CAACAAGATCCACAGTCACTGA
SERBIEE Wl amplificar 177 pb del extremo
- 3' UTR de ITRG7. Utilizados
g-ITRG7R 60,1 AATTGTATGAGAGACCCACTTG an reaceion=s de oPCR
- Partidores que amplifican
= g 3CTT S T .
g-ACT2-F 57 GCTTCTCCATTTGTTTGTTTCAT 105pb del gen de actina 2.
N— S Utilizado como gen de
g-ACT2-R 57 GGAATAARAGAGGCATCAATTCGA referencia en qPCR
q-UBQ10- ACCAGCAGCGTCTCATCTT Partidores que amplifican
F 57 Co 127pb del gen de ubiquitina
q-UBQ10- 10. Utilizado como referencia

GCATAACAGAGACGAGATTTAGAA .
R 2/ 7 en experimentos de gPCR
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. Tm Secuencia del partidor L
Partidor o s Descripcidén
(°C) (5 - 3) al
. Partidores que amplifican
g-PP2A-F 57 GATACTTTGTCGTGTGTTGTCTT 111pb del gen de proteina
fosfatasa 2. Utilizado como
q-PP2A-R 57 CAAATACGCCCAACGAACAA gen de referencia en
experimentos de gPCR.
cle1-f 60  ATGTCAGAGARATTCCCTCCTTTGGA Partidores que amplifican
- 702pb del gen de la cadena
clet-r 60 AGCACCGGGAGCCTTCGCGT

liviana de clatrina de levadura.

Las diferentes reacciones de PCR se hicieron siguiendo el protocolo mostrado
en las Tablas Il y IV del numeral 2.3.3.1, variando la temperatura de hibridacién segln
los partidores utilizados. En el caso de levaduras, se hicieron PCR de colonia, para lo
cual se tomé mediante una punia de pipeta una pequefia fracciéon de la colonia a
analizar y se diluyé en 10 yL de H,O. Se tomé 1 L de esta solucién como templado
para la reaccion de PCR.

La visualizacién de los productos de los diferentes PCR del presente seminario
de titulo se realizé mediante geles de agarosa, grado analitico, al 1,5% p/v en TAE 1X
(Tris-base 40 mM pH 8,0, acido acético glacial 19 mM y EDTA pH 8,0 1 mM). Se cargd
por pocillo 12 yL de cada muestra de PCR mezclada previamente con 3 pL de solucion
de carga (glicerol 30% p/v, azul de bromofenol 0,25% p/v, xilenecianol 0,25% pfv). La
electroforesis se llevo a cabo a 100 V por 45 min. En seguida, el gel se incubd en
bromuro de etidio (2 mg/L) por 15 min y se observd en transiluminador SYNGENE
modelo SYDR/2082. En todos los geles se empleé 10 pL de marcador de peso
molecular Gene Ruler (Fermentas®) 1kb Plus, 1kb, 100bp Plus 6 100bp (50 ng/uL cfu),
elegidos para cada ocasiéon de acuerdo a los pesos esperados de las bandas de

interés.
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2.7.  Cuantificacion de los niveles de transcrito mediante PCR cuantitativo

Las reacciones de PCR cuantitativo (qPCR) se llevaron a cabo utilizando el
equipo Mx3000P (Stratagene®) y el kit Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR Green QRT-PCR
Master Mix (Agilent Technologies®) siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante.
Para cada ronda de reacciones se consideraron controles negativos de amplificacion
de ARN que no fue sometido a transcripcion reversa y, ademas, controles negativos de
reaccion para cada par de partidores (sin templado de ADNc). Como genes de
referencia se emplearon los genes de Actina 2 (ACT2), Ubiquitina 10 (UBQ10) y
Proteina Fosfatasa 2 (PP2A). Para todas las reacciones se consideré 20,3 pL de
volumen final y se utilizaron los siguientes componentes: 5 pL mix partidores 400 nM
c/u (concentracion final 100 nM), 10 uL Solucién Brilliant 11l 2x, 1 pL templado ADNc a
50 ng/uL, 0,3 uL ROX 2 uM (concentracién final 30 nM) y 4 pL H,O libre de nucleasas.
En la Tabla X se muestra el programa utilizado.

Tabla X. Programa de gPCR utilizado en los diferentes experimentos de medicién de los niveles
de transcrito de [TRG7.

Fase Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 1 95 30s 1
1 95 10 s
a 2 60 20s 40
1 95 1 min
3 2 60 30s 1
3 95 30s

Los analisis de los resultados obtenidos de los PCR cuantitativos se hicieron
mediante los programas MxPro v4.10 (Stratagene®), LinRegPCR v2012.0 (Ruijter,

2009; Tuomi, 2010) y NormFinder v20 (Andersen, 2004).
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2.8. Analisis del fenotipo en estrés idnico de las plantas de A. thaliana

Los fenotipos a evaluar fueron la tasa de crecimiento y germinacion, largo de
raiz principal y biomasa, comparando los resultados obtenidos de plantas mutantes
itrg7-1 y plantas tipo silvestre en los diferentes medios conteniendo diferentes iones
(ver Tabla ll, numeral 2.2.4). Para el fenotipo de crecimiento y germinacién se evalué la
presencia de radicula a los 7 dias post-sembrado. El largo de raiz se midié utilizando
fotografias y el programa tpsDig (http://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlf/software.html). La
cantidad de masa fresca de las plantas se midid con ayuda de una balanza analitica de
0,1 mg de precision.
2.9. Analisis del fenotipo en estrés ionico de Saccharomyces cerevisiae

Se evalud el crecimiento de levaduras transformadas con [TRG7 en condiciones
de estrés idnico, comparandolas con el control respectivo. Para ello, se crecieron
cultivos liquidos de las distintas cepas de levaduras hasta alcanzar una ODgy = 4,
luego se prepararon alicuotas diluidas de este cultivo (1/10, 1/100, 1/1000) y se sembro
por duplicado las diferentes cepas. Las placas se incubaron a 28°C por 1 semana. La
cantidad de dias es variable, ya que una misma cepa presenta tasas de crecimiento
diferentes frente a los distintos metales y sus concentraciones.
2.10. Microscopia de epifluorescencia de levaduras transformadas

Las levaduras transformantes con el vector de expresion pAG426GPD-ccdB-
EGFP o el vector pAG426GPD-/TRG7-EGFP fueron observadas en un microscopio de
epifluorescencia 1X-70, Olympus®. Se utilizo tincion DAPI para observar el nucleo.
Para ello, cultivos de ODgyg = 0,5 fueron incubados con 2,5 pg/mL de DAPI
(concentracion stock a 1 mg/mL) y visualizadas empleando el filtro ptico respectivo

para obtener imagenes en el microscopio de epifluorescencia.



3. RESULTADOS
3.1. Analisis informatico de ITRG7

A la fecha, se carece de trabajos publicados con alusién directa a /TRG7.
Considerando resultados de analisis de coexpresion obtenidos con anterioridad en el
laboratorio (Dr. Alexander Vergara, manuscrito en preparacion), en donde se encontré
que /TRG7 se coexpresa con proteinas involucradas en el transporte de iones, es que
se decidio, a manera de recabar antecedentes, realizar una busqueda de informacion
de ITRG7 con herramientas bioinforméticas. Estas diversas herramientas permiten
predecir, analizar y recopilar informaciéon respecto de la estructura primaria y
secundaria de la proteina, la posible localizacion subcelular de la misma y de los
patrones de expresion del gen que la codifica.

Para analizar la presencia de dominios en la proteina se utilizé la herramienta
InterProScan, cuyos resultados se observan en la Figura 2. Este primer analisis
muestra que ITRG7 corresponde a una proteina de membrana que posee diez
dominios transmembrana, un péptido sefial que la dirige al reticulo endoplasmico y
cuatro dominios asociados a la funcién de transporte: metabolitos/drogas y resistencia

multidroga/transporte de eflujo.

InterPro Match PaserarsbrrernsisnttarananenERr EET i r e R AR A ey QUErY SEQUENCE  =srssssrsisssrisasanrssnrstssinnssnsssssnssarsnscrsensess 4 Description
1 360

IPROO0E20 Drug/metabolite transporter
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PTHR11132
SlgnalP-NN(euk)

2 [ FAMILY NOT NAMED
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Itidi i efflux

trhmm
§SF103481
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Figura 2. Analisis de ITRG7 con InterProScan. Se identifican dos dominios asociados con
transporte de metabolitos y drogas (barras azules), un dominio que no ha sido clasificado aun
(barra naranja), un péptido sefial a reticulo endoplasmico (barra roja), diez dominios
transmembrana (barras verdes) y dos dominios asociados a resistencia multidroga y transporte
de eflujo (barras amarillas).

35
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3.1.1. ITRG7 es una proteina transmembrana con péptido senal

Los analisis con los programas Phobius (Kall y col., 2004), TmHMM (Krogh y
col., 2001) y Sosui (Hirokawa y col., 1998), que predicen putativos dominios
transmembrana, arrojaron que ITRG7 presenta diez dominios transmembrana (Tabla
XI). Este resultado nos indica que es de esperar in-vivo una distribucion subcelular en
al menos una de las membranas que se encuentran en la célula. Como control de la
capacidad de prediccién de estos programas se realizdé el mismo anélisis con el
transportador IRT1, cuya primera caracterizacion funcional se realizé en levaduras
(Eide y col., 1996). IRT1 es una proteina de alta importancia en el transporte de hierro
en raices de A. thaliana, que se localiza y ancla en la membrana plasmatica dados sus
ocho dominios transmembrana (Vert y col., 2002). Al utilizar la secuencia de IRT1,
arroja la cantidad esperable de ocho dominios transmembrana (Tabla XI), con lo que la
capacidad predictiva de los programas es reforzada.

Tabla Xl. Resultados arrojados por los programas de predicciéon de dominios transmembrana.
Los numeros indican la cantidad de dominios transmembrana que predicen en las proteinas
analizadas.

Programa ITRG7 IRT1
Phobius 10 8
TmHMM 10 8

Sosui 10 8

De los programas de prediccién de péptido sefial SignalP (Bendtsen y col.,
2004), PrediSi (Hiller y col., 2004) y SosuiSignal (Gomi y col., 2004) se desprende que
IRT1 presenta péptido sefial, o que es congruente con la destinacion a membrana
plasmaética que presenta esta proteina (Vert y col., 2002). En el caso de ITRG7, dos de

los tres programas utilizados dieron positivos para la presencia de péptido sefial.
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3.1.2. ITRG7 se destina a la ruta secretoria

Los resultados obtenidos con los programas de prediccion de localizacion
subcelular TargetP (Emanuelsson y col., 2000), Predotar (Small y col., 2004) e IPSORT
(Bannai y col., 2002) arrojan que ITRG7 se destina a la via secretoria y descartan su
destinacién a organelos como mitocondrias o cloroplastos. Lo mismo se obtiene para la
proteina IRT1, demostrando que las predicciones son congruentes con lo obtenido
experimentalmente (Vert y col., 2002) (ver Tabla Xll). Por otro lado, en las diversas
herramientas integrativas de bases de datos consultadas, se reporta a ITRG7 como
una proteina de funcidén desconocida a la que se le han asignado tres términos GO
(Gene Ontology), correspondientes a: GO0003674 (funcién molecular desconocida),
G00016020 (componente de membrana) y GO0012505 (componente de sistema de
endomembrana). Se predice la presencia de un sitio de fosforilacidn por proteina
kinasa C (PKC) (Ser7), tres sitios de fosforilacion por caseina kinasa Il {CKII) (Ser245,
Ser335 y Ser354) y seis sitios de miristoilacion (Gly85, Gly96, Gly141, Gly174, Gly256
y Gly305). Todos estos sitios podrian constituir una via de regulacién postraduccional
de la actividad de ITRG7. En la Figura 3 se aprecia la topologia de ITRG7?,
sefalandose los sitios de posibles modificaciones postraduccionales y el péptido sefial.
Esta imagen se construyé utilizando como base lo obtenido con los programas

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

Tabla XIl. Resultados de la prediccién de localizaciéon subcelular para ITRG7 e IRT1, ambas
destinadas a la via secretoria.

Programa ITRG7 IRT1

TargetP 1.1 Via secretoria Via secretoria
Predotar Posiblemente ER ER
IPSORT No mitocondria, no No mitocondria, no

cloroplasto cloroplasto
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3.1.3. ITRG7 se expresa preferentemente en semilla y en raiz de Arabidopsis

Los patrones de expresion de /TRG7 observados con la herramienta eFP
Browser (Winter y col., 2007), al comparar su expresion con la de genes de expresion
constitutiva como Actina 2 (Figura 4), Ubiquitina 10 Figura suplementaria 1) o proteina
fosfatasa 2A (Figura suplementaria 2), dan cuenta de que /TRG7 presenta una
expresion preferente durante el desarrollo de la semilla y, posteriormente, en la raiz de
la planta. No se observan diferencias significativas entre la expresion de [TRG7 y los
genes de expresion constitutiva en los demas estadios y estructuras de la planta (ver
Figuras suplementarias 3, 4 y 5).
3.1.4. La expresion de ITRG7 cambia ante estrés salino y osmético

eFP Browser (Winter y cols, 2007) arroja que el patrén de expresion de ITRG7
cambia cuando se someten plantulas de 18 dias de A. thaliana a estrés salino (150mM
de NaCl) y osmético (300mM de Manitol), seguin da cuenta la Figura 5. Estos cambios
de niveles de transcrito muestran un comportamiento dual de la expresion de ITRG7,
dependiendo de la estructura de la planta que se analice, ya que se tiene una represion
de la expresion en raices (color azul) y una induccién de la expresion en la roseta
(color rojo). En ambos tratamientos de estrés abidtico los cambios de expresion
ocurren dentro de ordenes de magnitud similares. También es posible observar un
aumento de la expresion de ITRG7 en ambos tipos de estructuras vegetales ante un
estrés por calor. No se observan cambios de expresion luego de tratamientos de
sequia (ver Figura 5), genotoxicos, oxidativos, de heridas o por exposicion a rayos UV-

b (ver Figuras suplementarias 6, 7 y 8).
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Figura 4. Patrones de expresion de ITRG7 segtn interfaz eFP Browser. Los colores rojos o
azules indican aumento o disminucion en la expresion, respectivamente, al comparar la
expresion de /TRG7 con el gen de referencia Actina 2. Los nimeros indican las veces de
cambio en el nivel de transcrito de /TRG7 respecto a los niveles de transcritos del gen de
referencia. A: expresiéon de ITRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos de microarreglos
del afio 2005. B: expresion de [TRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del afio 2010, con detalle de las estructuras internas de la semilla, lo que permite
visualizar que /TRG7 presenta un aumento de su expresion en la cubierta. C y D: expresion
aumentada de ITRG7 en la raiz, tanto en el estadio de cotiledones abiertos como en aquél que
presenta la estructura de roseta. Imagen adaptada de los andlisis realizados en la plataforma

eFP Browser.
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Figura 5. Cambios en la expresion de /ITRG7 luego de diversos tratamientos. Destacables
son los cambios bajo tratamientos de estrés salino (150mM NaCl) y osmético (300mM Manitol),
en donde se observa disminucion de la expresion en raices (color azul) e induccién de la
expresién en la parte aérea de la planta (color rojo). Lo nimeros a la derecha indican las veces
de cambio en los niveles de transcrito detectados, y corresponden al tiempo del tratamiento
indicado con asterisco. Se utilizdo como gen de referencia Actina 2. Imagen adaptada de los
andlisis realizados en la plataforma eFP Browser.
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3.2. Evaluaciéon de los niveles de transcrito de ITRG7 en plantas de
Arabidopsis thaliana tipo silvestre

En vista de que los antecedentes recopilados sobre [TRG7 corresponden a
inferencias electrénicas y que no existen publicaciones asociadas a la funcion de este
gen, es que surge la necesidad de investigar empiricamente la posible participacion de
ITRG7Y en la respuesta a estrés idnico.

Como un primer ensayo se planteé la medicion relativa de los niveles de
transcrito de /TRG7 en plantas de A. thaliana tipo silvestre sometidas a tratamientos de
cultivo en presencia de diferentes iones. El estudio del los niveles de franscrito de
ITRG7 nos brindara un primer acercamiento en cuanto a si existe o no una regulacion
del gen, pregunta que surge ya gue ante este escenario de estrés ionico el organismo
debe reorganizar procesos celulares y moleculares con el fin de adaptarse. De ser
[TRG7 un gen involucrado en estrés i6nico, es esperable que la actividad de la proteina
que codifica, la traducciéon del ARNm o la transcripcion de su ADN se vean alterados
en presencia de niveles no usuales de iones, siendo este Ultimo punto al que se apunta
con este experimento.

3.2.1. Los niveles de transcrito de /ITRG7 disminuyen en presencia de iones

Con la finalidad de evaluar si existe un efecto de metales ¢ sal a nivel de
cantidad de transcrito de /TRG7, plantas tipo silvestres de 14 dias fueron traspasadas
por 10 dias (protocolo estandar del iaboratorio para la evaluacién de genes /TRG) a
medios adicionados con 20uM de CdCl,, 200uM de CdCl, 15 pM de CuSO,, 100pM
CuS0Q., 100mM NaCl, 150mM NaCl y 250mM de NaCl, tras lo cual se realizd
extraccion de ARN de planta completa y fueron analizadas para evaluar los niveles de
transcrito de /TRG7 mediante el uso de RT-gPCR. Para este experimento se empled el

andlisis estadistico de andlisis de varianza de una via (ANOVA) con una prueba
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posterior de Tukey, ya que poseemos un factor (plantas de A. thaliana tipo silvestre)
sometido a varias condiciones (concentraciones de iones) y con solo una variable
respuesta (niveles de transcrito de /TRG7). Los resultados completos del analisis
estadistico se muestran en la Tabla Anexo .

Los resultados arrojan que en tratamientos con 20uM de CdCl, (Figura 6,
segunda barra) las plantas no mostraron cambios de la expresion relativa de ITRG7
pero si lo hicieron a una concentracion de 200puM (Figura 6, tercera barra), donde
presentan una disminucién en cincuenta veces de ia expresion relativa de /TRG7Y en
comparacién al control (representado en la primera barra de la Figura 6). De manera
similar, bajo tratamientos de 15 y 100 yM con sulfato de cobre (Figura 6, barras cuarta
y tercera, respectivamente), se revela una disminucién de los niveles de transcrito en
ambas condiciones, disminuyendo en aproximadamente cuatro veces la cantidad
relativa de transcrito de ITRG7 en comparacion con el control. Igual comportamiento se
observa en los tratamientos con cloruro de sodio (Figura 6, barras sexta, séptima y
octava), en donde en 150mM se redujeron los transcritos en un 40% y en 250mM se
obtuvo una disminucién estadisticamente significativa en 50 veces comparado con la
situaciéon control. En la Figura Suplementaria 9 es posible observar imagenes
representativas de los fenotipos de las plantas luego de los tratamientos realizados.

De los resultados obtenidos se desprende que existe un transcrito proveniente
del gen ITRG7 y que ias correlaciones estadisticamente significativas obtenidas
demuestran que ante la presencia de cadmio, cobre o sal los niveles del transcrito de
ITRG7 son menores a lo observado en una condicién control, sin la adicion de metales
o sal. Los resultados con NaCl de este analisis —si bien experimentalmente no son

comparables— van parciaimente en linea con lo observado luego del tratamiento salino
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de la Figura 5, en donde a partir de las 3h ocurre una disminucién de los niveles de

transcrito de ITRG7 en raiz.
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Figura 6. Niveles relativos de transcrito de ITRG7 en plantas tipo silvestre tratadas con
distintos iones. Las barras representan el promedio e incluyen la desviacion estandar de dos
experimentos independientes de cuatro piantas completas c/u (excepto a 150mM de NaCl, en
donde se realizé un experimento). Cada ensayo de RT-gPCR consistio en tres réplicas técnicas
por gen. Se empieé ANOVA de una via con una prueba posterior de Tukey vy se muestran las
diferencias significativas obtenidas con p<0,001 en relacién al control (sin exposicién a iones).

3.3. Caracterizacién molecular de la mutante insercional itrg7-1

Como una manera de investigar la funcion biolégica de ITRG7 se planted la
utilizacion de genética reversa en Arabidopsis thaliana. Esta estrategia, basada en la
alteracion de un gen de interés mediante algun tipo de mutacion, nos permitira evaluar
y atribuir posibles cambios fenotipicos a la modificacion del gen de ITRG7Y. Para utilizar
genética reversa se recurrio a la coleccion de mutantes Salk, la que consiste en una
coleccion de mutantes de Arabidopsis thaliana obtenidas mediante la insercion en el
genoma de un fragmento de T-DNA de aproximadamente 8kb, con el fin de generar
mutantes con pérdida de funcion (Alonso y cols, 2003). Empleando este recurso se

encontro y solicité aquella mutante disponible que presenta esta insercion en el gen de
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ITRG7, la cual fue denominada itrg7-1, de acuerdo a las pautas de nomenclatura
sugeridas para estudios de biologia vegetal (Meinke y cols, 1997).

La mutante itrg7-1 presenta la inserciéon de T-DNA en la zona del promotor de
ITRG7 (ver Figura 1, seccion 2.3.3.1 de Materiales y Métodos), lo que podria afectar la
expresion del gen, pero no constituye una modificacién de la estructura primaria de la
proteina. Considerando esto, surge la pregunta: ;ocasionaran estos posibles cambios
de expresion de ITRG7 un fenotipo diferente en estrés iénico por parte de plantas itrg7-
1, comparandolas con su contraparte tipo silvestre?

3.3.1. itrg7-1 es una mutante insercional homocigota

Para comenzar a trabajar con itrg7-1 es necesario comprobar el estado de
homocigozis de la insercién, con el fin de evitar que exista un alelo funcional que
pudiese suplir la carencia o atenuar los efectos que ocasiona el alelo deletereo. Esta
comprobacién se llevé a cabo mediante la amplificacion de segmentos de ADN que
debiesen estar presente en plantas de la linea itrg7-1 o en plantas de linea silvestre
(Wt) 6 compartidos por ambas lineas. Para ello, se extrajo ADNg de las lineas y se
selecciond la amplificacién de segmentos de Actina, del gen neomicin fosfotransferasa
(gen npti— que esta presente en el casete de la insercién de T-DNA y le confiere a
las plantas transformantes resistencia a kanamicina—, del promotor de /TRG7 y una
combinacién de partidores que debiese amplificar un segmento que comprende parte
de la insercion de T-DNA y parte del promotor de /TRG7. Los detalles de los partidores
se encuentran en la Tabla Il (numeral 2.3.3.1 de Materiales y Métodos). Los resultados
de este analisis, que consideré la extraccién de ADNg de dos plantas Wt y dos plantas

itrg7-1, se muestran en la Figura 7. De este analisis se desprende que:
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1) Se obtuvo ADNg de buena calidad de ambas lineas, ya que la amplificacion de
actina muestra una banda en el carril de cada planta y del tamafio que corresponde
(836pb).

2) El gen de seleccion de las plantas transformantes en base a la resistencia a
kanamicina, npt/l, amplificé sélo en plantas mutantes (banda de 655pb), lo que se
corresponde con la presencia de este gen en la insercion de T-DNA y la ausencia en
plantas tipo silvestre.

3) Se obtuvo la amplificacién de un segmento del promotor de ITRG7 (p/TRG7, 504pb)
en plantas tipo silvestre y no en plantas itrg7-1, lo cual es esperable ya que los
partidores usados flanquean la zona donde se encuentra la insercion, y ésta, al ser de
9kb, presenta un tamafio que no puede ser amplificado por la ADN polimerasa
empleada. De paso, es el indicio de que itrg7-1 no es una linea heterocigota, ya que se
hubiese obtenido esta banda a partir de un alelo silvestre.

4) La combinacién de partidores LBb1.3 y p/TRG7-R resulté en la amplificacién de un
segmento de 390pb aproximadamente, y sélo se obtuvo en las plantas itrg7-1, lo que
es esperable al ser LBb1.3 un partidor que hibrida sélo en la insercién de T-DNA, la
cual no esta presente en plantas tipo silvestre.

De éstos analisis se concluye que la linea itrg7-1 es una linea mutante, que
contiene una insercion de T-DNA en el promotor de /[TRG7 en condicién homocigota.
De la misma manera, se concluye que la linea tipo silvestre no presenta una insercion
de T-DNA, lo que descarta la presencia de vectores que posean este gen de seleccion

y signifiquen una alteracién dentro de Ia linea tipo silvestre.



47

1kb B
Tulipe 8l Actina
500pb :
1kb
750pb NPT

500pb

750pb

pITRG7
500pb

750pb
500pb

250pb B

Y 1Bb13
pITRG7-R

Figura 7. Genotipificacién de itrg7-1. Se muestran las bandas obtenidas luego de la
amplificacién de los genes de actina, nptll, zona del promotor de ITRG7 (p/TRG7) y una zona
que abarca parte de la insercién de TDNA y parte del promotor (LBb1.3- p/TRG7-R). Para este
analisis se extrajo ADNg de 2 plantas tipo silvestres (Wt 1 y Wt 2) y 2 plantas itrg7-1 (ifrg7-11 e
jtrg7-1 2). El control negativo (C-) consistié en amplificacién sin adicionar templado.
3.3.2. Linea mutante presenta menos niveles de transcrito de I[TRG7

Dado que la insercion en jtrg7-1 se encuentra en la zona del promotor del gen,
es necesario evaluar los niveles de transcrito de ITRG7. Antes de proceder con este
analisis, se realizaron los ensayos correspondientes para la evaluacién de los
partidores disefiados tanto para la sintesis de ADNc como para los experimentos de
PCR cuantitativo (qPCR), obteniendo en todos ellos resultados satisfactorios e idoneos
(andlisis no mostrados) para proseguir con su utilizacién. Luego, se realizé PCR semi
cuantitativo y cuantitativo con tejido vegetal proveniente de plantas ifrg7-1 y plantas
tipo silvestre. Se evalud los niveles de transcrito en tejido foliar (PCR semicuantitativo)

y tejido de planta completa (RT-gPCR). En ambos se evalud plantas de 21 dias. L.os

resultados obtenidos se encuentran en las Figuras 8 y 9, respectivamente.
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Figura 8. Analisis de presencia de transcrito de ITRG7 en hoja. Se realiz6 un analisis
mediante PCR semicuantitativo a partir de hojas de plantas de 21 dias. Como control positivo se
empleé la amplificacion de ADNc de actina y se utilizaron 2 tipos de controles negativos:
templado sin tratamiento de transcriptasa reversa (sin RT) y reacciones sin templado (C-).
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Figura 9. Analisis de los niveles de transcrito de ITRG7 en planta completa. El analisis fue
realizado mediante PCR cuantitativo (RT-qPCR). Se realizdé un analisis con fres réplicas
técnicas. Barra de error = desviacion estandar.

De la Figura 8 se desprende que fue posible obtener ADNc de las lineas de
Arabidopsis pues el control de actina amplificé en ambos ADN y el control negativo de
sintesis de ADNc (reaccion sin transcriptasa reversa, RT) no resulté en amplificacion
alguna. En seguida se infiere que la mutante itrg7-1 no presenta el transcrito de ITRG7
en hoja y que la contraparte tipo silvestre si lo presenta pero de manera tenue (Figura
8, indicado con flecha blanca), lo que se corresponde con lo evaluado con la
herramienta eFP browser al comparar la expresion de actina con ITRG7 (Figura 4 del
numeral 3.1.4). A nivel de planta completa se concluye que plantas mutantes itrg7-1 de
21 dias crecidas en medio MS presentan un 57% menos de transcrito /TRG7 en

comparacion con su contraparte tipo silvestre (Figura 9).
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3.4. Analisis comparativos de plantas tipo silvestre y mutantes itrg7-1

Los organismos mutantes a menudo constituyen la clave para entender la
funcién de los genes que poseen alterados (Alberts y cols, 2002). Sin embargo, dado
que las mutaciones podrian interrumpir procesos celulares que van mas alla de la
funcién directa del gen, es necesario estudiar la linea mutante itrg7-1 y evaluar si la
insercion de T-DNA acompafiada con la disminucién en un poco menos del 60% del
transcrito de ITRG7 posee, en primer lugar, un fenotipo intrinseco no asociado con
estrés idnico, para posteriormente evaluar la apariciéon o exacerbacion de un fenotipo
en estas plantas mutantes que se pueda atribuir a los tratamientos de cultivo con iones.

Considerando lo anterior, se propuso como objetivo el estudio de aspectos
fenotipicos como la tasa de germinacion, el largo de raiz principal y el peso fresco de
plantas tipos silvestre y mutantes itrg7-1, tanto en condiciones control como en las
condiciones que son de nuestro interés, i.e. cultivo en medios con iones.
3.4.1. Respuesta germinativa de itrg7-1

La respuesta germinativa de la mutante ifrg7-1 en presencia de iones fue
evaluada. Para ello se sembré semillas tipo silvestre y semillas mutantes itrg7-1 y se
calculd la tasa de germinacién transcurridos 7 dias de sembrado en medios con: S0uM
y 100uM de CdCl, ; 50uM y 100uM de CuSO, ; 100mM y 150mM de NaCl ; control sin
adicion de iones (Figura 10). Los datos presentados en la Figura 10 muestran que la
germinacion de la mutante insercional itrg7-1 se comporta como planta tipo silvestre,
tanto en medios con iones adicionados como en medio control.

Sin embargo, se realizaron dos analisis de ANOVA con prueba posterior de
Tukey, tomando los datos de tasa de germinacion de las plantas silvestres por un lado
y por otro, los datos correspondientes a la tasa de germinacién de las plantas

mutantes, encontrandose que las tasas de germinacion observadas en el gréafico de la
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Figura 10 de cada grupo (tipo silvestre o mutante) entre un tratamiento y otro no son
significativas en su mayoria (ver Tabla Anexo Ill), salvo las tasas de germinacién de
plantas tipo silvestre que difirieron significativamente entre el control y 50uM de CdCly,
entre 100 uM de CuSQ, y 100mM de NaCl; asi como también entre 100puM de CdCl, y
150mM de NaCl y entre 100mM de NaCl y 150mM de NaCl. De esta manera se
desprende que, considerando el conjunto de iones y concentraciones de las
condiciones evaluadas, la tasa de germinacion de semillas tipo silvestre se ve afectada

y no asi la de plantas mutantes itrg7-1 (ver Tabla Anexo llI}.
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Figura 10. Tasa de germinacion de plantas itrg7-1 en medios adicionados con iones. Se
cuantificd la germinacién de 25 semillas tipo silvestre (barras blancas, Wt) y 25 semillas
mutantes (barras negras, itrg7-1) a los 7 dias de sembrado en medios adicionados con: 50uM y
100uM de CdCl,, 50uM y 100uM de CuS0O,, 100mM y 150mM de NaCl y control sin adicion de
iones. Se ensay6 dos réplicas biolégicas para cada condicién, con tres replicas técnicas cada
una. Se compar¢ el porcentaje de germinacion de semillas tipo silvestres con el de semillas
itrg7-1 bajo un mismo tratamiento mediante el test estadistico t-Student no pareado, con
p<0,05. Barra de error = desviacién estandar.
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3.4.2, Cuantificacion de largo de raiz de plantas itrg7-1

La longitud de la raiz principal de plantas mutantes y tipo silvestre crecidas en
medios con iones fue cuantificada. Para ello se sembraron plantas tipo silvestre y
mutantes ifrg7-1 en medios suplementados con: 50uM y 75uM de CdCly; S0puM vy
100uM de CuSOy; 100mM y 150mM de NaCl; y medio control, midiendo el largo de raiz
a los 10 dias. En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos. Los resultados dan
cuenta de que —bajo un mismo tratamiento— el largo de la ralz principal de plantas
mutantes itrg7-1 es similar al de plantas tipo silvestre, salvo en el tratamiento a 150mM
de NaCl, donde el largo de raiz de plantas mutantes itrg7-1 es significativamente mayor
en 2,45mm al de plantas tipo silvestre (Figura 11).

Por dltimo, se realizaron dos anélisis de ANOVA con prueba posterior de Tukey,
analizando los datos de largo de raiz obtenidos por grupo (tipo silvestre o mutante),
encontrandose que las longitudes de raiz entre un tratamiento y otro son —en
general— significativamente diferentes (ver Tabla Anexo IV). La disminucién observada
en el crecimiento de la raiz es consecuencia de los metales evaluados y la sal, lo que

ha sido previamente reportado (Marschner, 1995).
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Figura 11. Comparacion largo de raiz entre plantas tipo silvestre e jtrg7-1 en medios
suplementados con cadmio, cobre y cloruro de sodio. Se midi6 el largo de raiz principal a
los 10 dias de sembrado en medio control y con ia adicién de 50uM de CdCl,, 75uM de CdCl,,
50uM de CuSO, 100pM de CuSQO, 100mM de NaCl y 150mM de NaCl. Se compard el
promedio del largo de raiz de plantas tipo silvestres (barras blancas) con el de plantas itrg7-1
(barras negras) bajo un mismo tratamiento. Se ensayd dos réplicas biolégicas para cada
condicion, con tres réplicas técnicas cada una (n = 30 plantas). t-Student no pareado, p<0,01.
Barra de error = desviacién estandar.

3.4.3. Medicion de peso fresco de plantas itrg7-1

Plantas tipo silvestre y mutantes itrg7-1 de 14 dias fueron traspasadas a medios
con distintas concentraciones de cadmio, cobre y cloruro de sodio y se cuantificé su
peso fresco luego de 10 dias de tratamiento. En promedio, plantas itrg7-1 pesan
27,17mg mas que plantas tipo silvestre en condiciones control (Figura 12). En la misma
linea, una diferencia se registrd luego del tratamiento con 50pM de CuSO,, en donde
plantas mutantes ifrg7-1 pesan 42,24mg mas que plantas tipo silvestre, indicando que
esta concentracion de cobre exacerba la diferencia (Figura 12). En el resto de las
condiciones evaluadas no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre plantas mutantes y tipo silvestre (al compararlas en un mismo tratamiento),

desprendiéndose de esta manera que cobre (15uM o 100uM), cadmio (75uM o 200puM)
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y cloruro de sodic (100mM, 150mM o 250mM) no afectan ni exacerban la diferencia
entre plantas tipo silvestre y mutantes.

Por ditimo, se realizaron dos analisis de ANOVA con prueba posterior de Tukey,
tomando los datos de peso fresco de las plantas silvestres por un lado y por otro, los
datos correspondientes al peso fresco de las plantas mutantes, encontrandose que las
diferencias de peso fresco observadas en el grafico de la Figura 12 de cada grupo (tipo
silvestre 0 mutante) entre un tratamiento y otro son significativas (ver Tabla Anexo V).

Asi, los tratamientos afectan por igual a plantas tipo silvestre y mutantes itrg7-1.

1607 - Ctipo silvestre
qa0d T ~ Witrg7-1
1204 I
100 4 ‘T‘

L T

Peso fresco (mg)
2]
o
L

o
o
1

£y
o
L

204

Nl Bl ] 1

oy 2y N
T S E
S S @ & & E
S R I <

%, |

o
L8
o

Figura 12. Medicion peso fresco de plantas tipo silvestre e itrg7-1 luego de tratamientos
con medios suplementados con iones. Se evalud el pesc de plantas de 24 dias (14 dias
postgerminacién y luego tratadas por 10 dias) con: 20pM, 75uM y 200pM de CdCly; 15uM,
50uM y 100uM de CuSQ,; 100mM, 150mM y 250mM de NaCl. Se compararon los promedios de
plantas tipo silvestre (barras blancas) y mutantes itrg7-1 (barras negras) bajo un mismo
tratamiento. Se ensayd dos réplicas biolégicas para cada condicién, con tres réplicas técnicas

cada una (n = 24 plantas). t-Student no pareado, *=p<0,05; **=p<0,01. Barra de error =
desviacion estandar.

3.5. Clonamiento del ADNc de ITRG7 en vectores de expresion en plantas y
levaduras
Como segunda aproximacion para abordar el estudio se planteé la expresion

heteréloga de /TRG7 utilizando levaduras como hospedero. El empleo de levaduras
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como herramientas de expresién heteréloga ha sido extensamente aplicado en
ciencias bioldgicas (Romanos et al, 1992). Por otro lado, la elaboracion de constructos
para la sobreexpresion de ITRG7 en Arabidopsis permitira contar con herramientas
moleculares que facilitaran continuar con la investigacién de este gen, tanto en una
base mutante como silvestre.

Ya sea en levaduras o en plantas, la sobreexpresién de un gen de interés
podria causar fenotipos mutantes (Prelich, 2012), las que al compararlas con el
respectivo control, nos pueden otorgar pistas sobre la implicancia de ITRG7 en estrés
ionico.

Para lograr obtener los constructos que permitan la expresion de /TRG7 en
levaduras y en plantas, es necesario aislar su fragmento codificante desde Arabidopsis
tipo silvestre. Teniendo esto en cuenta, se propuso como objetivo la obtencién y el
clonamiento del ADNc de /{TRG7 en vectores de expresién en levaduras y en vectores
de expresion en plantas. Por ultimo, se realizé la transformacion de levaduras con los
vectores obtenidos.

3.5.1. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc de ITRG7

De una planta completa de Arabidopsis tipo silvestre se extrajo ARN,
obteniendo una concentracion de 4422 ng/uL y valores para las razones de
absorbancia 260/280 y 260/230 de 2,16 y 2,04, respectivamente, indicando que el
material obtenido se encuentra en condiciones adecuadas para ser utilizado. La
integridad del ARN fue evaluado mediante un gel denaturante, no encontrandose
signos de degradacion (Figura 14A). Luego, se realiz6 la sintesis de ADNc mediante
RT-PCR. Para descartar la presencia de ADNg se realizd un control sin la enzima
transcriptasa reversa (RT). La calidad del ADNc resultante fue evaluada mediante PCR

con los partidores ITRG7-F, ITRG7-R y actina. Se obtuvieron dos bandas que estan
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dentro del margen de tamario esperado para /[TRG7 y actina, de 1080pb y de 688pb,
respectivamente (Figura 14B, flechas blancas). En el céso del control sin RT, no se
obtuvo amplificado, descartandose la presencia de ADNg (Figura 14B, carriles “Sin
RT"). Empleando este ADNc como templado, se realizé un PCR utilizando Ia
polimerasa Pfu para obtener ADNc de /ITRG7 —sin coddn de término, para generar
proteinas de fusion con GFP o etiquetadas con el epitope HA— y con mejor fidelidad,
ya que esta enzima presenta actividad exonucleasa 3'=>5', que le permite corregir
errores durante la sintesis de nuevas hebras. De esta manera se obtuvo el ADNc de
ITRG7 para clonarlo en un vector, de manera de generar las herramientas moleculares
que permitan su posterior expresion.

A) B)

Con RT Sin RT
ITRG7 Actina C- ITRG7 Aclina C-

< 28srRNA 1,5kb |

< 185rRNA 1kb B2

Figura 13. Extraccién de ARN y obtencién del ADNc de ITRG7 desde Arabidopsis
thaliana. A) Fotografia de un gel denaturante en donde se observa ARN obtenido de
Arabidopsis. En flechas negras se sefialan las bandas correspondientes a ARN ribosomal 28s y
18s. B) Bandas obtenidas mediante amplificacion por PCR empleando como templado el ADN¢
sintetizado desde el ARN aislado. En carriles bajo “con RT” (RT = enzima transcriptasa reversa)
se observan bandas dentro del margen de tamafo esperado, de 1080pb para /TRG7 y de
688pb para Actina. En el control “sin RT" no se observan bandas, descartando la presencia de
ADNg.
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3.5.2. Clonamiento de ITRG7 y recombinacion en vectores de expresion en
levadura y planta

Una vez purificado el producto de PCR amplificado con la enzima Pfu se
procedié a realizar el clonamiento de /TRG7 en el vector de entrada pCR8, que posee
la tecnologia de recombinacién Gateway®. Enseguida, se transformé E. coli y se
cultivd en medio de seleccion con antibidtico espectinomicina. De las colonias
transformantes se seleccionaron 10, a las cuales se realizé extraccion de ADN
plasmidial. Mediante PCR (Figuras 15A, 15B y 15C) y digestién enzimatica (Figura
15D) se comprobd la presencia y la orientacion del inserto ADNc de /TRG7. Los
criterios para definir cual plasmidio presenta el inserto de /TRG7 en la orientacién
deseada para el posterior subclonamiento en los vectores de expresion son: obtencién
de una banda de 1080pb al utilizar los partidores ITRG7-F e ITRG7-R (Figura 15A),
obtencion de una banda de 1227pb al utilizar los partidores M13-F e ITRG7-R (Figura
15B), obtencion de una banda de 1250pb al utilizar los partidores ITRG7-F y M13-R
(Figura 15C) y obtencion de dos bandas de 469pb y 3428pb, respectivamente, al
utilizar en conjunto las enzimas de restriccion Sacl y EcoRV (Figura 15D). De las
colonias 2, 4, 5, 7 y 10 —que cumplen con los requisitos antes planteados— se
escogio la 4 y la 7 (Figura 15, flechas negras) y se envié a secuenciar las regiones
clonadas en los vectores. Ambas secuenciaciones (datos no mostrados) demuestran
que la secuencia nucleotidica del ADNc clonado de /TRG?7 es igual al de la secuencia
disponible en la base de datos —salvo por la ausencia del codén de termino, segun el

disefo de la estrategia— y que se encuentra en la orientacién correcta.
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v Colonias v
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Figura 14. Comprobacién del clonamiento y orientacién del fragmento de ADNc de ITRG7
en vector pCRS8. Se utilizd ADN plasmidial purificado de diez colonias como templado para las
reacciones. A) Productos de PCR utilizando partidores ITRG7-F e ITRG7-R, tamafio esperado:
1080pb. B) Amplificados de PCR utilizando partidores M13-F e ITRG7-R, tamafio esperado:
1227pb. C) Productos de PCR utilizando los partidores ITRG7-F y M13-R, tamafio esperado:
1250pb. D) Digestién con enzimas de restriccién Sacl y EcoRV, se muestra un esquema con las
bandas y tamafios esperados acorde a la orientacion del inserto. Al costado izquierdo se indican
los pesos moleculares del marcador de cada fotografia (carril M). En flechas negras se sefialan
los plasmidios escogidos para realizar la recombinacion en vectores de expresion en levadura y
plantas. Controles: Las flechas blancas indican el control positivo, obtenido con los partidores
ITRG7-F y R, utilizando como templado ADNc; controles negativos no tienen templado.

Por ultimo, se realizé la reaccion de recombinacién del vector pCR8-ITRG7 con
los vectores de expresion en levadura pAG426-ccdB-EGFP y pAG426-ccdB-HA vy los
vectores de expresion en plantas pGWB5-ccdB-GFP, pGWB8-ccdB-HIS y pMDC85-
cch-GFF’, los cuales previamente fueron analizados mediante digestién enzimatica
(datos no mostrados) para descartar la presencia de otro inserto o contaminacién. Los
productos de estas recombinaciones fueron transformados en E. coli y se
seleccionaron colonias transformantes en base a su resistencia a antibidticos (revisar

Tabla VIl del numeral 2.4). Posteriormente se comprobé la presencia y la orientacion
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del inserto de ITRG7 en los vectores purificados desde las colonias transformantes
mediante PCR y digestion enzimatica (datos no mostrados) obteniendo que, en cada
vector utilizado, la presencia y orientacion del inserto /ITRG7 era el correcto. Se
prepararon criotubos con glicerol para almacenar las colonias a -80°C. De esta manera
los vectores de expresion de ITRG7, tanto en plantas como en levaduras, estan
disponibles en E. col.
3.5.3. Transformacién de A. tumefaciens con vectores de expresion de ITRG7

Se transformaron Agrobacterium tumefaciens con los vectores de expresion en
plantas (pGWB5, pGWB8 y pMDC85), tanto la versién con el inserto de /ITRG7 como
también sin inserto, para ser utilizados como condicién control a futuro. Se
seleccionaron tres colonias obtenidas por evento de transformaciéon y mediante PCR
de colonia se analizé la amplificacion del inserto de /TRG7 en cada uno de los
vectores, obteniendo los resultados de la Figura 16. Se observa la ausencia de
amplificado en el caso de las transformantes sin inserto y una banda del tamario
esperado de 1080pb en los vectores con inserto, salvo en la colonia 3 de pGWB5-

ITRG7Y (Figura 16C), donde no se observa amplificado.

Sin inserto Caninserto

Figura 15. Verificacion de transformantes de A. tumefaciens con vectores de expresion
en plantas. Se extrajo ADN plasmidial de tres colonias obtenidas por evento de transformacion
y se realizé PCR para amplificar ITRG7 (1080pb). A) Plasmidio pMDC85 sin inserto {colonias 1
a 3), con inserto (colonias 4 a 6). B) Plasmidio pGWBS sin inserto {colonias 1 a 3), con inserto
(colonias 4 a 6). C) Plasmidio pGWBS5 sin inserto (colonias 1 a 3), con inserto (colonias 4 a 6).
Al costado izquierdo se indican los pesos moleculares del marcador de cada gel (carril M). Se
utilizé un control negativo sin templado.
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3.5.4. Transformacion de levaduras con vectores de expresion de ITRG7

Se transformaron levaduras con los vectores sin inserto —a las que denomind
como HA y GFP— y con los vectores de expresion del marco de lectura abierto de
ITRG7, denominadas ITRG7-HA e ITRG7-GFP. Se seleccionaron las transformantes
creciéndolas en medio minimo carente del nucleétido uracilo, ya que por un lado, la
cepa de levadura empleada presenta auxotréfia para uracilo, y por otro, los vectores
recuperan la prototrofia de sintesis de este nucleétido. Se seleccionaron dos colonias
obtenidas por evento de transformacién. Posteriormente, se realizé PCR de colonia
para evaluar la presencia y orientacion del inserto de ITRG7 en aquellas colonias
transformantes con vector con inserto. En aquellas colonias transformantes con vector
sin inserto se evaluo la presencia del segmento ccdB, el cual debiese estar presente ya
que, al no haber ocurrido un evento de recombinacion, permanece en el vector.

Para cada transformante se obtuvieron los resultados esperables segun el
vector analizado, esto es, para los vectores con inserto, se obtuvo la presencia de
ITRG7 en la orientacion correcta, y en el caso de los vectores sin inserto, se determiné
que estas colonias poseen el fragmento de ccdB (datos no mostrados).

3.6. Presencia de ITRG7 recombinante en levaduras

Los vectores de expresion en levaduras utilizados en el presente seminario de
titulo permiten la identificacion y visualizacién de una proteina recombinante que,
dependiendo del vector, posee en su extremo carboxilo terminal, un epitope HA
(ITRG7-HA) 6 la proteina fluorescente verde GFP (ITRG7-GFP). Estos elementos
facilitan el analisis de la proteina recombinante mediante métodos inmunoquimicos (HA
y GFP) y visuales (GFP), con los cuales se puede estudiar, en levaduras
transformantes, la presencia de una proteina de fusion de ITRG7 y su localizacion a

nivel celular. En este trabajo se recurrié a técnicas de transcripcién reversa, Western
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Blot, y microscopia de epifluorescencia con el objetivo de evaluar la presencia de un
transcrito de ARN y un producto proteico atribuible a /TRG7, ademas de su localizacion
celular en levaduras transformantes.

Se realiz6 sintesis de ADNc desde ARN de levaduras transformadas con los
vectores con inserto —denominadas ITRG7-HA1, ITRG7-HA2, ITRG7-GFP1 e ITRG7-
GFP2— y desde una levadura sin transformar (tipo silvestre). Como control para
descartar la presencia de ADNg o de ADN plasmidial se realizaron sendas reacciones
en paralelo sin la enzima transcriptasa reversa (RT). La calidad del ADNc sintetizado
fue analizada mediante amplificacion por PCR de la cadena liviana de clatrina, gen
cuyo ARN debiese estar presente tanto en levaduras transformadas como enlas no
transformadas, con un tamafio esperado de 702pb. En la Figura 17 se observa la
obtencion de una banda del tamafio esperado en todas las reacciones a partir de
templado sintetizado con RT —tanto en levadura tipo silvestre como en las
transformadas— (Figura 17, carriles 1, 3, 5, 7 y 9) no asi en los controles sin RT,
descartando la presencia de ADNg o ADN plasmidial (Figura 17, carriles 2, 4, 6, 8 y 9),

por lo que se cuenta con ADNc de levaduras para realizar posteriores analisis.

Tipo silvestre ITRG7-HA 1 ITRG7-HA 2 ITRG7-GFP 1 ITRG7-GFP 2

M Sin RT ~ SinRT SinRT Sin RT SinRT
SRR o e ‘5 6 7 8 amidg

Figura 16. Verificacion de sintesis de ADNc de levadura mediante amplificacion de
cadena liviana de clatrina. En carriles 1, 3, 5, 7 y 9 se empled templado obtenido mediante
transcriptasa reversa (RT). En carriles 2, 4, 6, 8 y 10 se ocup6é templado de reacciones sin RT.
En todos los carriles con RT ese observa una banda del tamafio esperado (702pb). Al costado
izquierdo se indican los pesos moleculares del marcador (carril M). Se utilizé un control negativo
sin templado.

Enseguida se realizé un PCR con los ADNc sintetizados para evaluar la

presencia de transcritos de los constructos ITRG7-HA e ITRG7-GFP. En el caso de las
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levaduras ITRG7-HA1 e ITRG7-HA2 se amplificd el fragmento correspondiente a
ITRG7, de 1080pb. En el caso de las levaduras ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2 se
amplificd el constructo recombinante utilizando los partidores ITRG7-F y GFP-R, de un
tamafio esperado aproximado de 1600pb. Los controles positivos de las reacciones
fueron ADN plasmidial purificado (el mismo con el cual previamente se realizaron las
transformaciones de las levaduras). En la Figura 18 se observa la obtencion de los
fragmentos esperados en las dos levaduras ITRG7-HA y en las dos levaduras ITRG7-
GFP (no asi en la levadura tipo silvestre), por lo que se cuenta con levaduras que

producen transcritos de [TRG7 y transcritos de ITRG7-GFP.

A M Tiposilvestre __ TRGT- c-
1.5kb -HA1 -HA2

1kb A

TEOph ks :

Bl u GFP2
20 GFP1  -GF

1,5KD  deseiasns

1k M
Figura 17. Las levaduras transformadas generan un transcrito recombinante de /ITRG7. A)
Se observa la amplificacion de una banda esperada de 1080pb en las levaduras ITRG7-HA1 e
ITRG7-HA2. B) Se observa la amplificacion de una banda esperada de aproximadamente
1600pb en las levaduras ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2. Al costado izquierdo se indican los
pesos moleculares del marcador (carril M). Carril C-: control negativo sin templado. Carril C+:
controles positivos (ADN plasmidiales pAG426-ITRG7-HA y pAG426-ITRG7-EGFP usados
como templado).

Luego, se realizé extracciébn en condiciones denaturantes de proteinas totales
de levadura transformada con el vector pAG426-ccdB-EGFP (sin inserto), de levaduras
ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2 y de una levadura previamente caracterizada en el
laboratorio que expresa una proteina recombinante con GFP como control positivo
(gentileza de la Dra. Daniela Urbina). Con estos extractos se realizé un ensayo de
Western Blot, mediante deteccidon por quimioluminiscencia y posterior revelado

fotografico, obteniendo una sefial anti-GFP en la muestra de levadura con vector sin
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inserto, con un peso molecular aparente de 25kDa (Figura 19, carril GFP). En las
levaduas ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2 se detecté al menos tres bandas de entre 25 a
30 kDa (Figura 19, carriles ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2). En el caso del control
positivo se obtuvo dos sefiales —reportadas previamente en el laboratorio— de 70 y 25
kDa, respectivamente (Figura 19, carril C+). De estos resultados se desprende que: 1)
la extraccion de proteinas y el posterior Western Blot permiten detectar proteinas GFP
positivas; 2) la levadura con vector sin inserto genera proteina fluorescente verde ya
gue la seial es de tamafio aparente similar al esperado de 25 kDa y 3) las levaduras
ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2 contienen péptidos GFP positivos, sin embargo estan
alejadas del peso molecular aparente esperado de 67 kDa para la proteina
recombinante ITRG7-GFP. No se realizd Western Blot con extractos de levaduras

ITRG7-HA ya que el anticuerpo anti-HA no estaba disponible.
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Figura 18. Las levaduras transformantes ITRG7-GFP producen una proteina GFP positiva.
Imagen del revelado fotografico de una membrana luego de realizar Western Blot. Carril GFP:
corresponde a muestra proveniente de levadura transformada con el vector pAG426-ccdB-
EGFP, se espera una banda de proteina con una migracion electroforética correspondiente a
una proteina de aproximadamente 25kDa. Carriles ITRG7-GFP1 e ITRG7-GFP2: corresponde a
muestras provenientes de dos levaduras transformantes, se espera una sefial correspondiente
a una proteina de 67kDa. Carril C+: corresponde a una proteina fusionada a GFP caracterizada
previamente en el laboratorio, cuya sefial es cercana a los 70 kDa.

Posteriormente, se analizé con microscopia de fluorescencia las levaduras
transformantes, tanto GFP como ITRG7-GFP. Para ello se tomdé una muestra de

colonia de levaduras y se dispuso en un portaobjeto con cubreobjeto. Se tomaron
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imagenes en campo claro y en modo fluorescencia de GFP. En la Figura 20 se
muestran imagenes representativas de las observaciones realizadas (Figura 20, filas A,
B y C) a levaduras vector sin inserto (Figura 20, columna “Transformantes GFP”) y
levaduras ITRG7-GFP (Figura 20, columna “Transformantes ITRG7-GFP”). En las
transformantes GFP se observa una distribucion de la sefal fluorescente en gran parte
de la ceélula, con zonas en donde no hay fluorescencia. Este patrén encaja con una
distribucién citoplasmatica esperada de GFP, en donde las zonas sin fluorescencia
denotarian la presencia de vacuolas (indicado con flechas blancas en las imagenes,
Figura 20}, a las cuales la proteina GFP no ingresa. En el caso de las transformantes
ITRG7-GFP se observa un patréon de distribucion de la sefial fluorescente distinta al
control GFP, acotada, en el interior de las levaduras (indicada con flechas rojas en las
imagenes, Figura 20), la que es observable en aproximadamente un 33% de la
poblacion analizada. A esta distribucion particular de ITRG7-GFP la denominaremos
como “cuerpo GFP positivo”.

De la poblacion de transformantes ITRG7-GFP que presentan fluorescencia, la
mayoria denota la presencia de soélo 1 cuerpo GFP positivo. Teniendo en cuenta que
solo se encuentra 1 nucleo por célula, se realizé tincién con DAPI con el fin de evaluar
si este cuerpo GFP positivo colocaliza con el nicleo de las levaduras. En la Figura 21,
imagenes representativas de este ensayo se muestran en campo claro, DAP| y GFP,
tanto para el control transformantes GFP (filas A y B, Figura 21) como para las
transformantes ITRG7-GFP (filas C y D, Figura 21). Tanto en las transformantes GFP
como en ITRG7-GFP es posible observar un cuerpo DAPI positivo (sefialado con
flechas blancas), indicando la presencia de ADN y por ende, del nicleo. No obstante,
esta sefal no colocaliza con el cuerpo GFP positivo de las transformantes ITRG7-GFP

(indicando con flechas rojas), descartandose la presencia de ITRG7-GFP en el nacleo.
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Transformantes GFP Transformantes ITRG7-GFP
Campo claro GFP Campo claro GFP Fusion

Figura 19. ITRG7-GFP presenta una distribucion discreta en levaduras. Filas A, B y C: imagenes representativas de transformantes
GFP e ITRG7-GFP en campo claro y GFP. Flechas blancas indican vacuola, flechas rojas indican el cuerpo GFP positivo observado en
transformantes ITRG7-GFP. Barra de tamafio = 5uM.
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Campo claro DAPI GFP Fusion

Transformantes GFP

Transformantes ITRG7-GFP

Figura 20. La distribucion de ITRG7-GFP en levadura es diferente a la del nicleo. Imagenes representativas de levaduras
transformantes GFP (filas A y B) e ITRG7-GFP (filas C y D) en campo claro, DAPI| y GFP. Flechas blancas indican ntcleo, flechas rojas
indican el cuerpo GFP positivo observado en transformantes ITRG7-GFP. Barra de tamafio = 10uM.

g9
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3.7. ITRG?7 limita el crecimiento de levaduras en presencia de iones

Ya que se obtuvieron levaduras transformantes ITRG7-HA e ITRG7-GFP y sus
respectivos controles (vectores sin inserto) HA y GFP, se dio paso al estudio del
crecimiento de estas levaduras en medios con iones con el objeto de evaluar posibles
fenotipos asociados a la presencia de proteinas recombinantes de ITRG7. Para ello, se
utilizé medio YMM liquido y sélido con adicion de NaCl, CuSQ,, ZnS0,, CdCl; é CoCl,.
Estos tres ultimos metales se evaluaron dada su caracteristica de metales pesados
que tienen efectos deletéreos en la agricultura.

En la Figura 22 se muestran fotografias representativas de colonias de
transformantes crecidas en placas con sal, zinc, cobre, cadmio, cobalto y el control sin
adicion de iones. El experimento fue realizado en dos réplicas bioldgicas y tres réplicas
técnicas cada una. Los resultados denotan que las levaduras transformantes crecen
por igual en medio control, indistintamente del vector (Figura 22, filas 1 a 8 del control).
Sin embargo, en medios con adicion de metales se observan diferencias: colonias de
levaduras transformantes ITRG7-GFP (Figura 22, filas 1y 2) e ITRG7-HA (Figura 22,
filas 5 y 6) crecen con una menor tasa que las levaduras transformantes control GFP
(Figura 22, filas 3 y 4) y control HA (Figura 22, filas 7 y 8) en medios con 0,5y 1M de
NaCl, 10mM de ZnSQO,, 1 y 3mM de CuSO, y con 75uM de CdCl,. En 500uM de CoCl,
no se observaron diferencias entre transformantes ITRG7 y los controles GFP o HA.
De esta manera, se desprende que ITRG7 confiere sensibilidad a las levaduras cuando
son crecidas en medios enriquecidos con sal, zinc, cobre y cadmio.

Ademas, se realizé un ensayo de crecimiento de levaduras transformantes
ITRG7-GFP, ITRG7-HA, GFP y HA en medio liquido suplementado con 1mM de

CuS0O,, 500pM de CoCl, y 50uM CdCl,, midiendo la ODsy cada 24h por 4 dias,
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partiendo de una ODgy de 0,1 en cada caso. En la Figura 23 se muestra un grafico con
los resultados obtenidos. A las 24h se observa que, tanto en cobre como en cobalto,
las transformantes GFP y HA han alcanzado una ODgy mayor que las transformantes
con ITRG7. En cloruro de cadmio, transformantes ITRG7-GFP han alcanzado una
ODgoo ligeramente superior que GFP, HA o ITRG7-HA. Cuando las curvas de
crecimiento estan llegando a fase estacionaria (96h), se observa que en cobre, cobalto
y cadmio, tanto GFP como HA han alcanzado una ODgq superior a sus respectivas
contrapartes con ITRG7, confirmando lo observado en los ensayos en medio sélido
(placas): ITRG7 limita el crecimiento de las levaduras en medios enriquecidos con
iones. Mas aun, este ensayo muestra que en presencia de cobalto esta limitacién

también esta presente, lo que no fue evidente en los ensayos en medio sélido.
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Control _ NaCl 0,5M NaCl 1M - ZH‘SO‘;TOmM ]

ITRG7-GFP

GFP

ITRGT7-HA

HA

ITRG7-GFP

GFP

ITRG7-HA

Figura 21. ITRG7 en levadura S. cerevisiae confiere sensibilidad a sal, zinc, cobre y cadmio. Fotografias de ensayos de crecimiento
de colonias transformantes ITRG7-GFP (filas 1 y 2), GFP (filas 3 y 4), ITRG7-HA (filas 5 y 6) y HA (filas 7 y 8) en placas de YMM
suplementadas con 0,5 y 1M de NaCl, 10mM de ZnSOy, 1 y 3mM de CuSO,, 75uM de CdCl,, 500uM de CoCl, y el control en medio YMM
sin iones adicionados. Cada par de columnas de colonias representa un duplicado de dilucién seriada 1/10, 1/100 y 1/1000 de un cultivo

inicial DOgq igual a 4,0.
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1mM CuS0, 500uM CoCl, 50uM CdCl,
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Figura 22. Ensayos de crecimiento

de levaduras transformantes en medio liquido. Se

evalud el crecimiento de las levaduras transformantes ITRG7-GFP, ITRG7-HA, GFP y HA en
medio liquido suplementado con 1mM de CuSQO,, 500puM de CoCl, o 50uM de CdCl,. Se midié
la ODggq cada 24h por 4 dias. ODgy inicial = 0,1. Los datos corresponden a una replica biolégica

sin réplicas técnicas.



4. DISCUSION Y PROYECCIONES
4.1. Analisis estructurales de ITRG7

Los analisis realizados sobre ITRG7 con herramientas computacionales dan
cuenta de una secuencia aminoacidica que posee un péptido sefial y diez dominios
transmembrana, componentes que indicarian —aunque sin ser suficientes por si
solos— estar ante la presencia de una proteina transmembrana cuya localizacion
subcelular esta dirigida hacia un compartimiento membranoso, ya que el péptido sefal
detectado corresponde al de destinacién a reticulo endoplasmatico, descartando su
destinacion a mitocondria o cloroplasto, segun se muestra en la Tabla X!l. Mas aln,
presenta dominios que son caracteristicos de proteinas con funcién de transporte de
metabolitos y/o drogas (Figura 2), lo que complementa la idea de que esta proteina
transmembrana posea algun tipo de actividad de transporte.

En un principio se pensd que la deteccion de sitios de fosforilacién por PKC
(kinasas calcio-fosfolipido dependientes), de miristoilacion y de fosforilacion por CKII
(kinasas dependiente de caseina Il) podrian constituir mecanismos postraduccionales
de la actividad de ITRG7 (Figura 3). Sin embargo, las plantas carecen de proteinas
PKC (Munnik y Testerink, 2009) y la miristoilacion de proteinas —si bien ocurre en
plantas— es especifica en una glicina cuya ubicacién sea adyacente a la metionina del
extremo amino terminal (Farazi y col., 2001), por lo que es altamente probable que los
sitios detectados en ITRG7 sean falsos positivos. Los falsos positivos (y también falsos
negativos) no constituyen un hecho aislado para este tipo de modificacion
postraduccional y la comunidad cientifica ha puesto el tema en discusion desde hace
un tiempo para definir un nuevo método de prediccion (Maurer-Stroh y col., 2002). Por

ultimo, las CKIl son Serina/Treonina kinasas presentes en todos los organismos

70
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eucariontes, conformadas por dos subunidades cataliticas a y dos subunidades
regulatorias B.

En Arabidopsis se ha descrito que las cuatro subunidades se expresan de
manera ubicua en todos los tejidos, describiéndose roles en procesos fisiolégicos como
como sefalizacién por luz, ritmos circadianos, respuestas hormonales, control del ciclo
celular y tiempo de floracion (Jayant, J. y col., 2012). Una doble y una triple mutante de
los cuatro genes de subunidad a existente en Arabidopsis muestran un fenotipo
hiposensible a NaCl (Jayant, J. y col., 2012). En remolacha, la subunidad a es inducida
por NaCl y ha sido mostrado que aumenta la tolerancia a esta misma sal en levadura
(Kanhonou y col., 2001). Estas evidencias sustentan la idea de que ITRG7, bajo el
contexto de estrés salino, podria ser un blanco de estas enzimas y en respuesta
asociada al estrés. Los sitios predichos de fosforilacion por CKIl se ubican en zonas
accesibles de la proteina (Figura 3, en azul).

Segun los datos de microarreglos, /ITRG7 se expresa de manera preferencial en
semilla y en raiz (Figura 6), e interesantemente, su expresiéon cambia ante estrés

salino, reprimiéndose en raices y aumentando en el tejido foliar (Figura 5).

4.2. Niveles de transcrito de ITRG7 como evidencia de su participacién en
estrés iénico

En este Seminario se ha demostrado que los niveles de transcrito de ITRG7
cambian de manera significativa cuando las plantas son sometidas a tratamientos con
cadmio, cobre y NaCl (Figura 6). La disminucion observada da cuenta de una
regulacion transcripcional en /TRG7, pero no es suficiente para asignarle un rol
pivotante en la respuesta a estrés i6nico, ya que la disminucién puede ser por efecto

directo, inmediato, de la presencia de los iones evaluados, asi como por una respuesta
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tangencial o derivada, producida por acontecimientos moleculares o fisiologicos
causados por estas condiciones. En plantas, cadmio modifica la razén Fe/Zn —de
hecho su absorcion es mediante los transportadores de estos metales— e impide la
absorcién del hierro y el normal transporte de calcio, magnesio, fosforo y potasio (Root
y col, 1975; Pence y col, 2000). De manera temprana, en hojas produce una
disminucion de los contenidos de clorofila y carotenoides, asi como un aumento en
H,O, (Martinez-Peiialver y col., 2012). Todos estos efectos conllevan al fenotipo final
de plantas envenenadas con cadmio: inhibicion del crecimiento y clorosis. Nuestros
resultados muestran que a 20uM de cadmio no hay cambios en los niveles de
transcrito de ITRG7 pero si a 200uM, disminuyendo en 50 veces, mostrando un efecto
concentracion-dependiente. Previamente se ha demostrado que tratamientos por una
semana a concentraciones de 10 a 20pM de cadmio en Arabidopsis no tienen mayores
efectos en la relacidén planta-agua o asimilacién de carbén, pero a concentraciones
mayores (>50uM) se observaron disminuciones concentracién-dependiente en peso
fresco y en la conductancia de la hoja (Perfus-Barbeoch y col., 2002).

La toxicidad por cobre reduce el crecimiento, afecta la estructura de la
membrana del tilacoides, altera el transporte celular y modifica niveles de metabolitos
(Schiavon y col. 2007). La inhibicidon del crecimiento de la raiz principal ocurre de
manera concentracion dependiente, desde 25uM, con una completa inhibicién a 50uM
de sulfato de cobre (Lequeux y col., 2010). En nuestros resultados, una disminucién de
75% en los niveles de transcrito de /ITRG7 se registré tanto a 15uM como a 100uM de
sulfato de cobre, mostrando independencia de la concentracion utilizada.

Los efectos deletéreos de NaCl en plantas son el resultado de una deficiencia

de agua —lo gue conlleva a estrés osmético— y el exceso de iones de sodio en
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procesos bioquimicos claves (Zhang y Blumwald, 2001). Los niveles de transcrito de
ITRG7 disminuyen desde un poco menos de la mitad (a 150mM) hasta 50 veces (a
250mM), mostrando un efecto dependiente de la concentracion. Esta reportado que
ocurre una disminucién de la tasa de crecimiento de la raiz principal dependiente de la
concentracion de NaCl (Jiang y col., 2007); que 150mM de NaCl genera una respuesta
moderada a estrés salino en Arabidopsis (Jiang y Deyholos, 2006), mientras que
250mM disminuye la tasa de germinacion en un 40% (Quesada y col., 2002) e inhibe
completamente el crecimiento de la raiz principal, causando finalmente la muerte
(Jiang y col., 2007).

No obstante los diversos efectos bioquimicos o fisiolégicos de cadmio, cobre y
sal, /ITRG7 muestra un denominador comun ante el tratamiento con estos metales:

disminuye sus niveles de transcrito de manera dependiente de la concentracion.

4.3. Caracterizacion de la mutante itrg7-1

Se comprobé la mutante obtenida de la coleccion Salk itrg7-1, corroborandose
su insercion en el promotor de [TRG7 y homocigozis. La inserciéon causa una
disminucién en los niveles de transcrito en alrededor de un 60% a nivel de planta
completa. En hojas tipo silvestre se observé una tenue banda que no esta presente en
hojas mutantes. Pese a ello, esta insercién en el promotor no implica diferencias en
cuanto a las tasas de germinacién (Figura 10) o largo de raiz (Figura 11) con aquellas
obtenidas en semillas tipo silvestre, tanto en la condicién control como ante la
presencia de cadmio, cobre o cloruro de sodio, excepto en el largo de raiz a 150mM de
NaCl, que discutiremos mas adelante. Recordemos que en plantas tipo silvestre ITRG7

presenta altos niveles de transcrito en semilla y raiz (Figura 4, seccion 3.1.4), por lo
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que se desprende que una disminucion de 60% en la capacidad de generar transcrito
no causa, de haber, un fenotipo aberrante, lo que se puede explicar por:

1) La reduccién en los niveles de transcrito de por si no impacta en la cantidad de
proteina y funcionalidad de ITRG7.

2) ITRG7 forma parte de una familia de 47 genes tipo nodulina en Arabidopsis. Frente
a la disminucién de transcrito de /ITRG7, otro gen de la familia podria suplir su funcién
en raiz o semilla.

3) Otro gen puede sobrellevar la carencia de niveles adecuados de transcrito de ITRG7
y producir (o ya estar presente) una proteina de funcién similar.

En el caso de NaCl, se obtuvo una diferencia significativa ante la presencia de
150mM, donde raices de plantas mutantes son, en promedio, 24, 5mm mas largas que
en tipo silvestres bajo el mismo tratamiento. En este caso, la carencia de niveles
normales de transcrito de /ITRG?7 le confirié una "ventaja” a las plantas mutantes ante la
presencia de sal, al inhibirse en menor medida el crecimiento de la raiz comparado con
plantas tipo silvestre bajo el mismo tratamiento.

En la evaluacién del peso fresco (seccién 3.4.3) de plantas de 24 dias, plantas
mutantes itrg7-1 tienen mayor biomasa que su contraparte tipo silvestre en condiciones
control, diferencia que se exacerba luego del tratamiento en 50uM de sulfato de cobre.
Entonces, por un lado, tenemos que las plantas mutantes tienen mayor biomasa —
aunque desconocemos si la diferencia ocurre en un tejido en particular o si estd
distribuido por igual en toda la planta— y que esta diferencia es mayor luego de
tratamientos con 50uM de sulfato de cobre. Esta diferencia puede explicarse por una

mayor cantidad de agua al interior de las células, o a que las plantas ifrg7-1 crecen a

una tasa mayor.
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La diferencia significativa de peso fresco observada en el control y a 50uM de
cobre desaparece en los otros tratamientos, aunque se ve una tendencia de los
promedios a ser mayores en itrg7-1 por sobre el tipo silvestre (Figura 12). En un
experimento futuro podria aumentarse el nimero muestral para dar mayor peso
estadistico.

Para discernir si las diferencias observadas con la mutacion son significativas
para la planta en terminos biolégicos, habria que realizar estudios fisiolégicos y
determinar si efectivamente esta mutacién le confiere una adecuacion bioldgica en
presencia de iones comparado con plantas tipo silvestres.

Por dltimo, se podria revisar la disponibilidad de semillas mutantes en otras
zonas de ITRG7 —como dentro de la secuencia codificante con el fin de tener una
mutante perdida de funcion— y estudiar los parametros evaluados en el presente

seminario en un contexto carente de ITRG7.

4.4. Clonamiento y expresion heteréloga de ITRG7 en levaduras

Se aisl6 el ADNc de [TRG7 y se cloné en vectores de expresion en plantas y
levaduras. Los vectores de expresion de ITRG7 en plantas —transformados en
Agrobacterium tumefaciens— permitiran su futuro estudio ya sea en Arabidopsis u otro
modelo vegetal. Son vectores en donde ITRG7 esta bajo el control del promotor 35S, el
cual es considerado un promotor eficiente, independiente del tejido en el que se
encuentran las células transformantes (Hull y col., 2000), por lo que permitira evaluar
los efectos de la sobreexpresion de ITRG7, generando una proteina de fusién a HIS
(en el caso del vector pGWB8) 6 GFP en el caso de los vectores pGWBS y pMDC85 —
este altimo con dos secuencias del promotor 35S en tdndem— generando proteinas

recombinantes con epitopes Utiles para estudios de localizacion celular en plantas, ya
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sea mediante fraccionamiento subcelular o microscopia de fluorescencia, o para
deteccidn/purificacion de proteinas.

Se escogieron los vectores pAG426-ccdB-EGFP y pAG426-ccdB-HA para la
expresion de ITRG7 en levadura. Ambos poseen un promotor de expresion fuerte GPD
— del acrénimo en inglés Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gen cuya
expresion comanda de manera natural en levaduras— y generan proteinas de fusién a
epitope HA o EGFP, dtiles para estudios de localizacion subcelular y/o deteccion de
proteinas. Se escogieron ambos ya que con EGFP se produce una proteina
recombinante del ITRG7 (360aa) mas la no despreciable adicién de 237 aminoacidos
correspondientes a EGFP, el cual genera una estructura plegada tipo barril B (Arpino y
col., 2012). La adicibn de EGFP podria generar proteinas ITRG7 mal plegadas,
enmascarando su funcién y/o impidiendo una correcta localizacién celular (Snapp,
2005). Por ello, se utilizé también la estrategia de generar una proteina recombinante
con el epitope HA, de tan solo 27aa de longitud (tres repeticiones de HA en tandem) el
cual no interfiere con la actividad o distribucién de la proteina recombinante.

La presencia de un transcrito recombinante de /TRG7 en levaduras, tanto en
transformantes HA como EGFP, demuestra el correcto funcionamiento de los vectores
escogidos (Figura 17).

Sin embargo, al momento de comprobar a nivel traduccional la presencia de la
proteina recombinante ITRG7 mediante Western Blot, fue imposible detectar una
proteina del tamafio esperado, detectandose en cambio una sefial de tamario
molecular aparente igual a GFP (Figura 18). Esto podra explicarse por un eventual
corte entre ITRG7 y EGFP o protedlisis de la proteina recombinante. No obstante, las
observaciones realizadas en microscopia de epifluorescencia dan cuenta de que la

localizacion subcelular de la sefial GFP en transformantes ITRG7-GFP —nombrada
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como “cuerpo GFP positivo’— es distinta a aquella sefial de GFP observada en las
transformantes control GFP. Estas Ultimas, pese a no poseer inserto, igual expresan
una proteina GFP, lo que ha sido reportado previamente para el vector utilizado (Conte
y col., 2009), cuya localizacién es citoplasmatica (Roberts y Goldfarb, 1998). Si hubiese
un corte entre GFP e ITRG7, se deberia observar unicamente la sefial fluorescente en
el citoplasma de levaduras transformantes ITRG7-GFP, tal como se observa en el
control (Figura 19), lo que no ocurre. Ahora bien, en algunos casos es posible ver en
levaduras transformantes ITRG7-GFP —ademas del cuerpo GFP positivo— sefial GFP
en el citoplasma, lo que podria explicar la aparicion de la sefial en el Western Blot en
estas transformantes y un indicio de corte en un segmento de la poblacién de proteinas
ITRG7-GFP, que podria originarse por proteasas que reconocen alguna secuencia
aminoacidica en el extremo- carboxilo de ITRG7. No obstante, se realizé una busqueda
informatica de proteasas que reconocieran algun sitio de corte en la secuencia de aa
que hace de puente entre ITRG7 y GFP, sin encontrar motivo alguno.

Buscando en literatura, se encontré6 imagenes en levaduras cuya sefial se
parece bastante a la del cuerpo GFP positivo observado en las transformantes ITRG7-
GFP. Estas sefales corresponden a agresomas y a gotas lipidicas (Figura 23). La
primera de ellas son agregados de proteinas que escapan de la degradacion
dependiente de proteosoma y son transportadas a una estructura asociada al cuerpo
polar del huso denominada agresoma, en donde también se reclutan componentes de
la maquinaria ubiqutin-proteosoma y chaperonas. Se ha sugerido un rol como
mecanismo de sobrevivencia que podria permitir a las células resistir una acumulacion
de proteinas andmalas (Wang y col., 2009). Como ITRG7-GFP es una proteina
foranea, puede ser que las levaduras, ante la sobreproduccion de esta proteina

recombinante, active este mecanismo de degradacion.
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Las gotas lipidicas consisten en una monocapa lipidica que rodea un ntcleo
hidrofébico de triacilgliceroles y esteres de esteroles. Su superficie esta rodeada de
numerosas proteinas que estan, en parte, presentes en la membrana del reticulo
endoplasmatico (Kohlwein y col, 2013), cuya funcién es la de almacenaje de lipidos
neutros, asi como almacenaje temporal y/o degradacion de proteinas (Murphy y col.,
2009). En plantas se clasifican en dos grupos: el primer grupo estd basado en oleosina
y se encuentran con frecuencia en semillas. El segundo grupo, que adn no esta bien
caracterizado, no estd basado en oleosina y se encuentran en varios tejidos,
infrecuentemente en semillas. Ambos son producidos en el reticulo endoplasmatico
(Chapman y col., 2012). Cabe la posibilidad de que ITRG7-GFP, dado su péptido
sefial, migre desde el reticulo hacia gotas lipidicas, ya sea porque la maquinaria de la
levadura detecta el péptido sefial y lo envia alli, o porque la elimina mediante este
mecanismo al ser una proteina de membrana foranea o una mezcla de ambos.

Como proyeccion se propone el estudio de la colocalizaciéon del cuerpo GFP

positivo con agresomas y/o gotas lipidicas y su localizacién subcelular en plantas.

Agresoma Gotas lipidicas ITRG7-GFP

Figura 23. Fotografias de agresomas, gotas lipidicas e ITRG7-GFP en levaduras. En
flechas celestes se indica los agresomas (modificado de Wang y col., 2009), en flechas
amarillas se sefialan algunas gotas lipidicas en verde (modificado de Madeira y col., 2015) y la
flecha roja apunta al cuerpo GFP positivo visualizado en transformantes ITRG7-GFP (presente
seminario de titulo)

Por dltimo, los ensayos de crecimiento de levaduras transformantes ITRG7-

GFP en medios enriquecidos con NaCl, zinc, cobre, cadmio y cobalto (Figura 21)
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muestran que la produccion de ITRG7-GFP e ITRG7-HA es perjudicial para el
desarrollo de las levaduras en comparacion a las levaduras controles HA o GFP. Este
efecto es dependiente de la presencia y la concentracién de los iones evaluados, ya
que en medio control no se observaron diferencias entre levaduras transformantes
ITRG7 y levaduras control, descartando asi un rol proteotéxico de las proteinas
recombinantes ITRG7 (en medio control) que justifique el uso de agresomas o de las
gotas lipidicas antes mencionadas como mecanismos de su eliminacién. Quizas ITRG7
tenga un rol en la toxicidad de iones sobre agresoma u gotas lidicas cuando las
levaduras son expuestas a ellos, alterando sus funciones de eliminacion de proteinas
mal plegadas o de almacenamiento de lipidos, aumentando la proteotoxicidad y/o
dafiando el metabolismo de lipidos necesarios para un correcto funcionamiento celular.
A futuro se podria evaluar si la proteina ITRG7 posee actividad transportadora de iones
mediante experimentos electrofisioldgicos utilizando oocitos de Xenopus.

A modo de resumen, si consideramos los siguientes hechos:
-que en Arabidopsis los transcritos de /TRG7 disminuyen en presencia de iones
-que una mutante con cerca de un 60% menos de transcrito de ITRG7 tiene mayor
peso en cobre y una raiz mas larga en sal
-y que su sobreexpresion en levaduras causa menor tolerancia en medios enriquecidos
con iones
Es factible postular que ITRG7 tiene relacién con iones, y que su presencia ante este
tipo de estrés es perjudicial, lo que explicaria la disminucién en sus niveles de
transcrito en plantas tipo silvestre, el mayor peso y crecimiento de raiz antes
puntualizado en una mutante pérdida de funcién y la menor tolerancia a iones en

levaduras transformadas y que expresan heterologamente este gen.



80

Finalmente no se cumple la hipétesis que planteamos inicialmente, ya que la
evidencia apunta a que ITRG7 otorga menor tolerancia a estrés i6nico. Sin embargo,

se dan por cumplidos a cabalidad los objetivos planteados.



5. CONCLUSIONES
. La proteina ITRG7 presenta diez dominios transmembrana y un péptido sefal
de acuerdo a inferencias electrénicas, lo que le otorga una distribucién particular al
interior de las células. En levaduras la proteina de fusiéon ITRG7-GFP se localiza en un
compartimiento intracelular de identidad desconocida.
. Ante tratamientos con CdCl,, CuSQO, y NaCl los niveles de transcrito de ITRG7
disminuyen de manera dependiente de la concentracion. La mutante insercional
homocigota itrg7-1 presenta una tasa de germinacion de igual a la de semillas tipo
silvestre y es afectada por tratamientos con cadmio, cobre o sal de manera similar.
Posee mayor peso fresco que plantas tipo silvestre y mayor largo de raiz que plantas
tipo silvestre luego de tratamientos con 150mM de NaCl.
. Se logré clonar ITRG7 en vectores de expresién en plantas pGWBS8, pGWBS y
pMDCB85 para ser utilizados a futuro en la transformacién de organismos vegetales con
ITRG7. Ademas, se obtuvo vectores de expresién de /ITRG7 en levadura que generan
la acumulacién de proteinas ITRG7-HA e ITRG7-GFP. La expresiéon de proteinas
recombinantes ITRG7-GFP e ITRG7-HA no es perjudicial para las levaduras, en
condiciones sin enriquecimiento de iones. Sin embargo, estas poseen menor tolerancia

a estrés ionico que sus contrapartes transformantes GFP y HA.
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ANEXO

Tabla Anexo |. Composiciones de mezclas

de aminoacidos empleados para la

elaboracion de medio de crecimiento de levaduras YMM.

Mezcla aminoacidos 1 (0,1 g/L c/u)

Mezcla aminoacidos 2 (0,05 g/L c/u)

Adenina Acido aspartico
Arginina Histidina
Cisteina Isoleucina
Leucina Metionina
Lisina Fenilalanina
Treonina Prolina
Triptéfano Serina
Tirosina
Valina
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Figura Suplementaria 1. Patrones de expresién de /TRG7 segun interfaz eFP Browser. Los
colores rojos o azules indican aumento o disminuciéon en la expresion, respectivamente, al
comparar la expresion de /ITRG7 con el gen de referencia Ubiquitina 10. Los nimeros indican
las veces de cambio en el nimero de transcrito de /ITRG7 respecto a los transcritos del gen de
referencia. A: expresiéon de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos de microarreglos
del afio 2005. B: expresién de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del afio 2010, con detalle de las estructuras internas de la semilla, lo que permite
visualizar que ITRG7 presenta un aumento de su expresién en la cubierta. C y D: expresion

aumentada de /TRG7 en la raiz, tanto en el estadio

de cotiledones abiertos como en aquél que

presenta la roseta. Imagen adaptada de los analisis realizados en la plataforma eFP Browser.
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Figura Suplementaria 2. Patrones de expresién de /TRG7 segln interfaz eFP Browser. Los
colores rojos o azules indican aumento o disminucidon en la expresién, respectivamente, al
comparar la expresion de /TRG7 con el gen de referencia Proteina Fosfatasa 2A. Los nimeros
indican las veces de cambio en el numero de transcrito de /TRG7 respecto a los transcritos del
gen de referencia. A: expresion de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos de
microarreglos del afio 2005, B: expresion de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla con datos
de microarreglos del afio 2010, con detalle de las estructuras internas de la semilla, lo que
permite visualizar que /TRG7 presenta un aumento de su expresién en la cubierta. C y D:
expresion aumentada de /TRG7 en la raiz, tanto en el estadio de cotiledones abiertos como en
aquél que presenta la roseta. Imagen adaptada de los andlisis realizados en la plataforma eFP
Browser.
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Figura Suplementaria 3. Patrones de expresion de ITRG7 segun interfaz eFP Browser durante
el desarrollo de A. thaliana. Los colores hacia el rojo indican un aumento del nivel de transcrito
de ITRG?7, el color amarillo indica que los niveles de transcrito de ITRG7 son similares a los del
gen de referencia Actina 2 y los colores hacia el azul indican disminucién de los transcritos de
ITRG7 respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores niveles de
transcrito de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla y en las raices de los estadios cotiledon
abierto y roseta vegetativa. Imagen adaptada de los analisis realizados en la plataforma eFP
Browser.
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Figura Suplementaria 4. Patrones de expresion de /TRG7 segun interfaz eFP Browser durante
el desarrollo de A. thaliana. Los colores hacia el rojo indican un aumento del nivel de transcrito
de ITRG7, el color amarillo indica que los niveles de transcrito de /TRG7 son similares a los del
gen de referencia Ubiquitina 10 y los colores hacia el azul indican disminucién de los
transcritos de /ITRG7 respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores
niveles de transcrito de /TRG7 en las raices de los estadios cotiledén abierto y roseta
vegetativa. Imagen adaptada de los andlisis realizados en la plataforma eFP Browser.



92

)
06

000000

Figura Suplementaria 5. Patrones de expresién de /TRG7 segun interfaz eFP Browser durante
el desarrollo de A. thaliana. Los colores hacia el rojo indican un aumento del nivel de transcrito
de ITRG7, el color amarillo indica que los niveles de transcrito de ITRG7 son similares a los del
gen de referencia Proteina Fosfatasa 2A y los colores hacia el azul indican disminucién de los
transcritos de /TRG7 respecto del gen de referencia. En este caso es posible observar mayores
niveles de transcrito de /TRG7 durante el desarrollo de la semilla y en las raices de los estadios
cotiledon abierto y roseta vegetativa (tonos rojos). Imagen adaptada de los analisis realizados
en la plataforma eFP Browser.
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Figura Suplementaria 6. Cambios en la expresion de /TRG7 luego de diversos tratamientos de
estrés abiotico (gen de referencia Actina 2). Destacables son los cambios bajo tratamientos
salinos (150mM NaCl) y osméticos (300mM Manitol), en donde se observa disminucion de la
expresion en raices (color azul) e induccion de la expresion en la parte aérea de la planta (color
rojo). Se observan también cambios significativos de la expresion en tratamientos con frio y
calor. No se observan cambios significativos en los tratamientos de: sequia, genotéxicos,
oxidativos, con rayos UV-B y heridas. Imagen adaptada de los analisis realizados en la
plataforma eFP Browser.
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Figura Suplementaria 7. Cambios en la expresién de /TRG7 luego de diversos tratamientos
(gen de referencia Ubiquitina 10). Destacables son los cambios bajo tratamientos salinos
(150mM NaCl) y osméticos (300mM Manitol), en donde se observa disminucién de la expresion
en raices (color azul) e induccion de la expresion en la parte aérea de la planta (color rojo). Se
observan también cambios significativos de la expresion en tratamientos con frio y caler. Ne se
observan cambios significativos en los tratamientos de: sequia, genotdxicos, oxidativos, con
rayos UV-B y heridas. Imagen adaptada de los analisis realizados en la plataforma eFP
Browser.
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Figura Suplementaria 8. Cambios en la expresién de /TRG7 luego de diversos tratamientos
(gen de referencia Proteina Fosfatasa 2A). Destacables son los cambios bajo tratamientos
salinos (150mM NaCl) y osméticos (300mM Manitol), en donde se observa disminucion de la
expresion en raices (color azul) e induccion de la expresién en la parte aérea de la planta (color
rojo). Se observan también cambios significativos de la expresion en tratamientos con frio y
calor. No se observan cambios significativos en los tratamientos de: sequia, genotoxicos,
oxidativos, con rayos UV-B y heridas. Imagen adaptada de los analisis realizados en la
plataforma eFP Browser.
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20uM CdCl, 200uM CdCl, 15uM CuSO,

150mM NaCl 250mM NaCl

=

Figura Suplementaria 9. Imagenes representativas que muestran el fenctipo de plantas tipo
silvestres de 14 dias que fueron traspasadas por 10 dias a medios con metales o sal, segun se
indica en la leyenda de la parte superior. A estas plantas se les realizé extraccion de ARN para
sintesis de ADNc vy realizar el posterior RT-gPCR del numeral 3.2.1 (Figura 6). MS = medio
control. Imagenes no estan a escala. Se observa clorosis en: 200uM de CdCl,, 15 y 100pM de
CuSO., sintoma que ha sido reportado previamente cuando Arabidopsis son expuestas a
cadmio y cobre (Van Belleghem y cols., 2007). Luego del tratamiento con NaCl se cbserva una
restriccion del crecimiento y desarrollo conforme aumenta la concentracion, asi como un
incremento de clorosis, sintomas que se han descrito previamente en plantas tratadas con NaCl
(Munns y Tester, 2008).
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Tabla Anexo Il. Resultado del analisis estadistico sobre cambios en los niveles de transcrito de
ITRG7 en plantas tipo silvestre tratadas con distintos iones y concentraciones. Se realizé un
andlisis de varianza de una via, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no
significativo, * = p<0,05, ** = p<0,01 y *** = p<0,001.

¢ Significativo?

Condiciones a comparar (P < 0.05) Resumen
20uM CdCl, vs 200uM CdCl, Si e
20uM CdCl, vs 15uM CuSO.4 Si o
20uM CdCl, vs 100uM CuSO, Si e
20uM CdCl; vs 100mM NaCl No ns
20uM CdCl, vs 150mM NaCl No ns
20uM CdCl, vs 250mM NaCl Si el

20pM CdCl, vs Control No ns
200pM CdCl, vs 15uM CuS0O, No ns
200uM CdCl, vs 100puM CuSO, No ns
200uM CdCl, vs 100mM NaCl Si *
200uM CdCl, vs 150mM NaCl Si >
200uM CdCl, vs 250mM NaCl No ns
200uM CdCl; vs Control Si i
15uM CuS0, vs 100puM CuSO, No ns
15uM CuS0O4 vs 100mM NaCl No ns
15uM CuSO,4 vs 150mM NaCl No ns
15uM CuSQ, vs 250mM NaCl No ns
15uM CuSQ, vs Control Si o
100uM CuSQ,4 vs 100mM NaCl No ns
100uM CuSO4 vs 150mM NaCl No ns
100pM CuSO,4 vs 250mM NaCl No ns
100uM CuSQO, vs Control Si e
100mM NaCl vs 150mM NaCl No ns
100mM NaCl vs 250mM NaCl Si ¥
100mM NaCl vs Control No ns
150mM NaCl vs 250mM NaCl Si *
150mM NaCl vs Control No ns

250mM NaCl vs Control Si Hoxk
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Tabla Anexo lll. Resultado del analisis estadistico sobre cambios en la tasa de germinacién de
plantas tipo silvestres y mutantes con distintos iones y concentraciones. Se realizé un analisis
de varianza de una via, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no significativo,
* = p<0,05, ** = p<0,01 y *** = p<0,001.

Tipo silvestre

mutante itrg7-1

¢ Significativo? Resumen ¢, Significativo?

Condiciones a comparar (P < 0.05) (P < 0.05) Resumen
Control vs 50uM CdCl, Si *x No ns
Control vs 100uM CdCl, No ns No ns
Control vs 50uM CuSO, No ns No ns

Control vs 100pM CuSO, Si * No ns
Control vs 100mM NaCl No ns No ns
Control vs 150mM NacCl Si il No ns

50uM CdCl; vs 100puM CdCl, No ns No ns
50uM CdCl; vs 50uM CuSQ, No ns No ns
50uM CdCl, vs 100uM CuSO, No ns No ns
50uM CdCl, vs 100mM NacCl No ns No ns
50pM CdCl, vs 150mM NacCl No ns No ns
100uM CdCl, vs 50pM CuS0O, No ns No ns
100puM CdCl, vs 100uM CuSO. No ns No ns
100uM CdCl, vs 100mM NaCl No ns No ns
100uM CdCl; vs 150mM NaCl Si i No ns
50pM CuSO, vs 100pM CuSO, No ns No ns
50uM CuS0, vs 100mM NaCl No ns No ns
50uM CuS0, vs 150mM NaCl No ns No ns
100puM CuSO, vs 100mM NaCl No ns No ns
100uM CuSQO, vs 150mM NaCl No ns No ns
100mM NaCl vs 150mM NaCl Si . No ns
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Tabla Anexo IV. Resultado del analisis estadistico sobre cambios en el largo de raiz de plantas
tipo silvestres y mutantes con distintos iones y concentraciones. Se realizé un andlisis de
varianza de una via, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no significativo, * =
p<0,05, ** = p<0,01 y *** = p<0,001.

Tipo silvestre mutante itrg7-1

Condiciones a comparar (,S(lgn;ﬂglaotg;o? Resumen "“S(lgnf'g?'s“;""? Resumen
Control vs 50pM CdCl, Si i Si i
Control vs 75uM CdCl, Si i Si i
Control vs 50uM CuS0O,4 No ns Si o
Control vs 100uM CuSO, Si o Si i
Control vs 100mM NaCl No ns Si *
Control vs 150mM NaCl Si i Si iy
50puM CdCl, vs 75uM CdCl, Si % Si e
50uM CdCl, vs 50uM CuSO, No ns No ns
50pM CdCl; vs 100puM CuSQ, Si = Si S
50uM CdCl, vs 100mM NacCl No ns No ns
50uM CdCl; vs 150mM NacCl No ns Si *
75uM CdCl, vs 50uM CuSOy Si e Si e
75uM CdCl; vs 100uM CuSO, No ns No ns
75uM CdCl, vs 100mM NaCl Si bl Si e
75uM CdCl, vs 150mM NaCl No ns No ns
50pM CuSO4 vs 100pM CuSO4 Si i Si e
50puM CuSQ,4 vs 100mM NaCl No ns No ns
50puM CuSOQ,4 vs 150mM NaCl Si il Si i
100pM CuSQy4 vs 100mM NaCl Si i Si haa
100pM CuS0O, vs 150mM NaCl No ns No ns

100mM NaCl vs 150mM NaCl Si ** Si el
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Tabla Anexo V. Resultado del analisis estadistico sobre cambios en el peso fresco de plantas
tipo silvestres y mutantes con distintos iones y concentraciones. Se realizé un analisis de
varianza de una via, utilizando Tukey como prueba posterior. Leyenda: ns = no significativo, * =
p<0,05, ** = p<0,01 y *** = p<0,001.

Tipo silvestre mutante itrg7-1
¢ Significativo? & Significativo?

Condiciones a comparar (P < 0.05) Resumen (P < 0.05) Resumen
Control vg 20uM CdCly No ns No ns
Control vs 75uM CdCl» No ns No ns
Control vs 200uM CdCl, Si bk Si **
Control vs 15uM CuSO; No ns No ns
Control vs 50uM CuSQ4 No ns No ns

Control vs 100uM CuSQOg4 Si — Si *
Control vs 100mM NaCl No ns No ns
Control vs 150mM NaCl No ns No ns
Control vs 250mM NaCl Si - Si oo

20uM CdClz vs 75uM CdClz Si > No ns
20uM CdClp vs 200uM CdCl» Si ok Si b
20uM CdCl, vs 15uM CuSO» No ns No ns
20uM CdCl; vs 50uM CuS0O4 No ns No ns
20uM CdClz vs 100uM CuSQ4 Si el Si >
20uM CdClp vs 100mM NaCl No ns No ns
20uM CdCl; vs 150mM NaCl Si * No ns
20uM CdCl» vs 250mM NaCl Si ax Si el
75uM CdClz vs 200uM CdClz No ns No ns
75uM CdCl; vs 15uM CuSO; No ns No ns
75uM CdCls vs 50uM CuSQO4 No ns Si *
75uM CdCl; vs 100uM CuSO4 No ns No ns
75uM CdCl; vs 100mM NaCl Si o No ns
75uM CdCl> vs 150mM NaCl No ns No ns
75uM CdCly vs 250mM NaCl Si E No ns
200uM CdCl» vs 15uM CuSO: Si ** No ns
200uM CdClz vs 50uM CuS0O4 Si el Si x
200uM CdClz vs 100uM CuSO4 No ns No ns
200uM CdCl; vs 100mM NaCl Si il Si ki
200uM CdCl> vs 150mM NaCl Si o Si **
200uM CdCl; vs 250mM NaCl No ns No ns
15uM CuSQ; vs 50uM CuSO4 No ns Si *
15uM CuSO; vs 100uM CuSO4 Si e No ns
15uM CuS0QO; vs 100mM NaCl Si * No ns
15uM CuSO; vs 150mM NaCl No ns No ns
15uM CuS0O; vs 250mM NaCl Si e No ns
50uM CuS04 vs 100uM CuSO4 Si el Si i
50uM CuS0Q4 vs 100mM NaCl No ns No ns
50uM CuSQ4 vs 150mM NaCl No ns No ns
50uM CuS0O4 vs 250mM NaCl Si i Si ki
100uM CuSQ, vs 100mM NaCl Si e Si *
100uM CuSQ,4 vs 150mM NaCl Si * No ns
100uM CuSQO4 vs 250mM NaCl No ns No ns
100mM NaCl vs 150mM NaCl Si i No ns
100mM NaCl vs 250mM NaCl Si e Si bl

150mM NaCl vs 250mM NaCl Si e Si -




