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nm:                    nanometros.
OD6oo:                densidad 6ptica medida a 600 nm.
pb:                       pares de bases.
PCR:                  reacci6n en cadena de la polimerasa.
RNA :                 acido ribonucleico.
RNAm:             acido ribonucleico mensajero.
RT:                     reacci6n de la transcriptasa reversa.
S 6P :                    sorbitol-6-fosfato.
SDS:                   dodecil sulfato de sodio.
Tri s :                   tris (hidroximetil) aminometano.
T-ADN:            acido  desoxirribonucleico  de  transfer

xii
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RESUMEN

Los  polioles  o   alcoholes  de  azticares,   como  manitol,   sorbitol  y  galactitol,   se

encuentran ampliamente distribuidos en angiospermas,  son transportados por el floema

de las plantas y constituyen en algunas familias de plantas la principal forma de carbono

translocado.   Diversos   estudios   han   determinado   que   los   polioles,   como   principal

producto  fotosint6tico,  permiten  un  uso  mas  eficiente  del  carbono,  proveen  mayor

tolerancia  al  estres  hfdrico  o  salino,  protegen  contra  radicales  hidroxilo,  facilitan  la

movilizaci6n de boro y actdan como osmorreguladores end6genos y sumideros de poder

reductor.  El  sorbitol  el  cual  se  presenta mayoritariamente  en  especies  de  las  familias

P/cr#/og!.#crcecre  y  J2ofcrceoe,   se  sintetiza  en  las  hojas  como  producto  primario  de  la

fotosintesis,  a  partir  de  glucosa-6-fosfato  por  la  acci6n  la  aldosa-6-fosfato  reductasa

(A6PR),  la  cual  es  clave  en  la via  de  biosintesis.  Enzimas  similares  a  A6PR  se  han

encontrado en especies no-P/cr#/crgz.73e¢cecJe y no-jzosc7ceoe que acumulan sacarosa, cuya

expresi6n se asocia principalmente a tolerancia a estres osm6tico. Una de estas especies

es  .4rcrbz.c7opr7.s   ffocrJz.cr#cz,   en   la   cual   se   encuentran   dos   marcos   de   lectura   abiertos

(4J292/2JO   y   4f292/260)   que   codifican   para   potenciales   A6PR   con   identidad

aminoacidica mayor al 65% con A6PR de otras especies vegetales, siendo denominadas

AtA6PRl  y  AtA6PR2  respectivamente.  En  estudios  anteriores  se  habia  caracterizado

parcialmente AtA6PR1, y por RT-qpcR se habia observado que los niveles de transcrito

de j4/46PR2 son entre  10-10.000 veces menor que los de j4f46PJtJ.

En  este  Seminario  de  Titulo,  el  cual  tuvo  como  objetivo  general  determinar  la

localizaci6n   subcelular   de   AtA6PR2   y   obtener  mutantes   homocigotos   crfc!6pr2-de
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4rczbj.c7oprz.s /fecr/z.a#cL  se construyeron dos vectores de expresi6n que contienen el CDNA

que codifica para j4£46Pjz2, pEarlyGate202-AtA6PR2cs que posee tag FLAG fusionado

al extremo N-terminal de 24£46Pjt2 y pGW85-AtA6PR2ss que posee tag GFP fusionado

al   extremo   C-teminal   de  4f46Pjz2.   La   localizaci6n   subcelular   de   AtA6PR2   se

determin6  s61o  utilizando  el  vector  pGW85-AtA6PR2ss  y  el  vector  pEarlyGate202-

AtA6PR2cs  fue   generado  para  ser  utilizado   en  el  futuro   como  herranienta  para

corroborar  la  localizaci6n  subcelular  obtenida  en  este  trabajo,  realizando  ensayos  de

irmunohistoquimica que permitirian avanzar en la caracterizaci6n de esta proteina. Por

otro lado, pGW85-AtA6PR2ss permiti6 deteminar la localizaci6n subcelular, mediante

microscopia    confocal,    de    AtA6PR2    en    hojas    de    Ivj.cofz.ci#c}    fc!bczcw7#    (tabaco)

transformadas transitoriamente con este vector, mostrando que se localizaba tanto en el

citosol   como   en  el   nticleo.     Paralelamente,   se   identific6   y   genotipific6   mutantes

insercionales de la colecci6n SALK para el gen que codifica para AtA6PR2 (c!fcr6pr2-/,

obteniendo  mutantes  homocigotas  para  2  de  las  3  lineas  mutantes,  1as  cuales  serin

utilizadas en estudios posteriores, para determinar el rol fisiol6gico de AtA6PR2 en .4.

thaliana.
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ABSTRACT

Polyols  or  sugar  alcohols  such  as  mannitol,  sorbitol  and  galactitol,  are  widely

distributed in  angiosperms,  are  transported through the phloem of plants  and  in  some

families  are  the  main  form  of translocated  carbon.  Several  studies  have  found  that

polyols as the main photosynthetic product, allow more efficient use of carbon, provide

greater tolerance to water or salt stress, protect against hydroxyl radicals, facilitate boron

mobilization  and  act  as  endogenous  osmorregulators  and  sinks  of  reducing  power.

Sorbitol, which occurs mainly in species of the jzasczcecze  and P/cr#fcig!.7?crcecze families,

is  synthesized  in  the  leaves  as  a  primary  product  of photosynthesis  from  glucose  6-

phosphate  by  the  action  of aldose  reductase-6-phosphate  (A6PR)  which  is  key  in the

biosynthetic pathway.  A6PR-like  enzymes  are  found in non-P/c!7?/czgz.J7eczceoe  and non-

jzos'oceoe species that accumulate sucrose, whose expression is mainly associated with

osmotic  stress  tolerance.  One  of these  species  is 4rcJbz.c7apsz.s  /¢¢/z.cz#cr,  which  has  two

open  reading  frames  (At2921250  and  At2921260)  encoding  for potential  A6PR with

more than 65% amino acid identity with A6PRs of other plant species, called AtA6PRl

and AtA6PR2 respectively.  Previous studies have characterized AtA6PRl  partially and

by RT-qpcR have  observed that transcript  levels  of i4t46Pj22  are between  10-10.000

times lower than those of-4{46PJt/ .

In this  thesis,  which  it had  as  its  general  objective  to  determine  the  subcellular

localization  of  AtA6PR2  and  obtain  homozygous  cr/cr6pr2-  mutants  of  .47`crb7.c7aps'!.s

/focJ/z.cz#o,  two  expression  vectors  containing  the  CDNA  encoding  for  AtA6PR2  were

generated,  pEarlyGate202-AtA6PR2cs  with  a  FLAG  tag  fused  to  the  N-terminal  of
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AtA6PR2 and pGW85-AIA6PR2ss with a GFP tag fused to the C-terminal of AtA6PR2.

Tlie subcellular localization of AtAPR2 was determined only using the vector pGW85-

AtA6PR2ss,  and  vector  pEarlyGate202-AtA6PR2cs  was  generated  to  be  used  in  the

future  as  a tool  to  confirin  the  subcellular  localization  of AtA6PR2  obtained  in  this

work,  performing immunohistochemical assays  to  advance the  characterization  of this

protein.  On the other hand, pGW85-AtA6PR2ss was used to determine the subcellular

localization,  by  confocal  microscopy,   of  AtA6PR2   in  leaves   of  IVZco/j.cz72cz  /crbcrczfm

(tobacco)  transiently transformed  with this  vector,  showing  that  it  localized  to  in the

cytosol and nucleus.  In parallel, we identified and genotyped insertional mutant of the

SALK collection for the  gene  coding  for AtA6PR2  (ofcr6pr2-),  obtaining homozygous

mutants  for  2  of the  3  lines,  which  will  be  used  in  future  studies  to  determine  the

physiological role of AtA6PR2 in ,4.  /72cz/z.cr/?a.
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1. INTRODUCC16N

1.1. Polioles en plantas: caracteristicas y funciones

Los  polioles  o  alcoholes  de  azdcares  como  manitol,  sorbitol  y  galactitol,  son

polioles aciclicos, los cuales desempefian un papel clave en el metabolismo de algunas

plantas superiores.  Su nombre se debe a la semejanza que poseen a los azdcares de los

cuales  derivan  tanto  en  composici6n  quimica  (Figura  1.1.),  como  en  caracteristicas

fisicas  y   biol6gicas   (Loescher,   1987).   Estas   moleculas   se   encuentran   ampliamente

distribuidas  en distintos tipos  de  organismos,  tales  como hongos,  algas,  liquenes  y  en

plantas,  principalmente  angiospermas,  correspondiendo  en  algunos  casos,  a  la  tinica

fuente importante de carbohidratos en ellos (Bieleski,1982; Lewis,1984).

Los  polioles,  ademas  de  ser  rna  fuente  de  carbono  y  en  algunas  fanilias,  la

principal  forma  de  carbono  translocado  a traves  del  floema,  se  les  ha  atribuido  otras

funciones de gran importancia para las plantas,  sobre todo para las que sintetizan estos

compuestos  como  principal  producto  de  la  fotosintesis.  Dentro  de  estas  funciones  se

encuentran:

a)  Ser un  reservorio  de  poder reductor.  Esto  se  debe  a  que  en  su  oxidaci6n  se

producen  mss   mol6culas   de  NADH,   lo   que  tiene   como   consecuencia  una  mayor

producci6n de ATP en comparaci6n a la sacarosa (Stoop y cols.,1996).

b) Actuar como solutos compatibles.  Lo cual implica que se pueden acunular en

altas concentraciones dentro de la celula, sin causar dafios a nivel celular ni interferir en

los procesos metab6licos (Stoop y cols.,1996).
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c)   Conferir  tolerancia  a  estes  abi6ticos,  principalmente  a  bajas  temperaturas,

sequia  y  estres  salino.  Por  ejemplo,  se  ha  sugerido  que  los  polioles  funcionan  como

osmoprotectores,  debido  a  que  sus  grupos  hidroxilos  les  permiten  formar  rna  esfera

artificial    de    hidrataci6n   alrededor   de    macromol5culas,   previniendo    inactivaci6n

metab61ica en condiciones de bajo potencial osm6tico (Galinski y Truper,1994).

d)  Conferir  resistencia  a  estr6s  bi6tico.  Se  ha  sugerido  que  el  aunento  de  la

actividad de enzimas claves de la biosintesis de ciertos polioles, aumentaria la capacidad

de sintesis de estas moleculas, proporcionando rna fuente adicional de carbono y energia

para la respuesta de  defensa de  la planta  al  ataque  de  pat6genos  (Willianson  y  cols,

1995).  Ademas,  polioles  como  manitol  y  sorbitol  son  considerados  como  potenciales

inhibidores   de  las   especies  reactivas   de  oxfgeno,  producidas   en  respuesta  a  estr6s

bi6tico,   lo   cual   permitiria   el   aumento   de   la  tolerancia   a  este  tipo   de   estr6s  por

acumulaci6n de estas moleculas (Shen y cols.,1997; Smimoffy Cumbes,1989).

e)  Permitir  la  translocaci6n  de  micronutrientes,  como  el  boro  (8).  EI  8  se  ha

descrito como un micronutriente inm6vil en la mayoria de las especies vegetales, por lo

que no puede desplazarse de un 6rgano a otro segiin las necesidades de la planta, por lo

cual debe estar siempre presente en el suelo o en el medio de cultivo.  Sin embargo, en

plantas capaces de translocar polioles, se han identificado en el floema compuestos con

interacciones  del  tipo  poliol-borato-poliol,  pemitiendo  la  redistribuci6n  del  8  en  la

planta (Brown y Hu,1996).
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Lewis (1984) describi617 alcoholes de azdcares que se producen naturalmente en

plantas vasculares,  13  de  los  cuales  se  encueutran en  angiospermas  y  de  estos  tiltimos

tres se encuentran amplianente distribuidos:  fanilias -4p!.c7ceoe,  O/ecrcefle y J3z/bj.crcec!e,

(manitol),   familia   Ce/crffrcJcec!e,   (galactitol)   y   fanilias   jzos'crcecre  }J  P/¢#fcrgj.#czcecze

(sorbitol)  (Pommrrenig y  cols.,  2007;  Reidel  y cols.,  2009).  El  sorbitol ha sido  uno  de

los  mas  estudiados  a nivel  de metabolismo,  debido  a que  se  encuentra en especies  de

inter6s agron6mico tales como manzano (A4:cz/ws' p#7»J.//cr), ciruela (Pro(7zwJ s'cr/z.cz.#cz), pera

(P};rz/s coow"w#z.s), durazno (Pr"JczAs persz.ccr), frutilla (FrcrgczJ'z.cz # cz#c}J?czs¢), entre otras.
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Figura  I.1.:  Estructura  qufmica  de  algunos alcoholes  de azilcares y sus  correspondientes azticares.

Los  alcoholes  de  azticares,  (manitol,  sorbitol,  mio-inositol)  son  quimicamente  mss  reducidos  que  sus

respectivos azticares analogos (manosa, glucosa, glucopiranosa) (Modificado de Williamson y cols, 2002).

1.2. Metabolismo del sorbitol

Lewis   (1984)   habia   sugerido   que   la   sintesis   de   alcoholes   de   azdcares   era

citoplasmatica. Esta hip6tesis estaba en linea con los resultados de los experimentos de
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fraccionamiento.  subcelular  realizadas  para  el  estudio  de  enzimas  involucradas  en  la

sintesis  de  manitol  en .4pj.z{w grczveo/e7is  (apio)  (Rumpho  y  cols,  1983).  Sin  embargo,

algunos estudios ham infomado que la sintesis de los polioles como sorbitol ocurriria en

el  cloroplasto  (Yamaki,   1981)  y  recientemente,  un  estudio  en  hojas  de  manzana  ha

reportado que este proceso podria ocurrir en ambos compartimentos subcelulares (Liang

y  cols,  2012),  por  lo  que  la  localizaci6n  de  las  protefnas  claves  en  la  biosintesis  del

sorbitol, aun no ha sido totalmente determinada. Sin embargo, las proteinas involucradas

en el metabolismo del sorbitol han sido descritas y se cuenta, hoy en dia, con un modelo

de c6mo esto ocurriria en plantas superiores.

En plantas  de  las  familias  jzos'¢cecze  y P/cJ73fcrgz.#cJcec7e,  el  sorbitol  se  sintetiza  en

hojas  maduras  (6rgano  fuente)  como  producto  primario  de  la  fotoszntesis  a partir  de

91ucosa-6-fosfato  (Figura  1.2.).  Mediante  la  acci6n  de  la  aldosa-6-fosfato  reductasa

(A6PR),  enzima  clave  en  la  sfntesis  de  sorbitol,  1a  glucosa-6-fosfato  es  reducida  a

sorbitol-6-fosfato  utilizando  como  co factor  NADPH.   Luego  el  sorbitol-6-fosfato  es

desfosforilado  a sorbitol, med.iante la acci6n de sorbitol fosfatasa (S6PP). El  sorbitol se

acumula  en  c5lulas  acompafiantes  del  floema,  gracias  a  transportadores  de  polioles

presentes  en  ellas  (Watari  y  cols,   2004)   y  es  transportado   a  trav6s  de  6ste,  para

posteriormente ser descargado en 6rganos sumideros (raices, hojas inmaduras y frutos),

en  los  cuales  se  acumula  en  la  vacuola  de  las  c6lulas  del  par6nquima,  pudiendo  ser

oxidado a fructosa por la acci6n de la sorbitol deshidrogenasa (SDH), para su posterior

metabolismo (Ohkawa y cols, 2008).
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Figura  1.2.: Principales vlas de sfntesis y degradaci6n del poliol aciclico, sorbitol. Las enzimas  aldosa

6-fosfato  reductasa  (A6PR)  y  sorbitol  fosfatasa  (S6P)  (®®)  participan  en  la  biosintesis  del  sorbitol  en

6rganos  fuente,   siendo  A6PR  clave  en  este  proceso  y  la  enzima  sorbitol  deshidrogenasa  (SDH)  es

responsable (®) de la oxidaci6n del sorbitol en 6rganos sumidero. (Modificado de Loescher,1987).

1.3. Aldosa-6-fosfato reductasa (A6PR) en no-Plantaginfceae y no-Rosaceae

Se  han  identificado  proteinas  similares  a  las  enzimas  de  la  via  de  sintesis  del

sorbitol  en  plantas  no-JZorczcecze  y  no-P/c}#fcrgz.7zczcecze,  1as  cuales  acumulan  sacarosa.

Ejemplo  de  ello  es  la  actividad  SDH  encontrada en  semillas  de  soya,  endosperma  de

malz  y  frutos  de  tomate  (Matsumoto,  2008;  Ohta  y  cols.,  2005).  El  aumento  de  la

actividad  de   estas  enzimas   en  plantas  no-RoscJcecze   o  no-P/cr#/cJgj.#ocecze   se   asocia

principalmente a la tolerancia a estrfes abi6tico, participando  en relaciones osm6ticas de

diversos  organismos  bajo  condiciones  adversas  (Ahmad  y  cols.,   1979).  i4robz.deprz.s'

f¢cz/z.cr/?cz pertenece a la familia Bras.sJ.ccJcecze, transloca sacarosa, posee tolerancia a bajas

temperaturas  y  corresponde  al  organismo  mas  utilizado  como  modelo  de  estudio  en
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plantas. Se ha observado en ella un incremento de sorbitol en plantas expuestas a esties

por   frio   (Kaplan   y   cols.,   2004),   el   cual   altera   la   fluidez   de   las   membranas,

interrumpiendo  la  respiraci6n  aer6bica  (Christie  y  cols.,   1991).   Con  respecto  a  las

enzimas   de   la  via  de   sintesis   del   sorbito   presentes   en  j4rczbz.c7apsz.a   /73cz/z.cz7]cz,   se  ha

encontrado un locus putativo que codifica para SDH (AtsDH, At5951970, Mandujano,

2010),  el  cual  tiene  sobre  el  75°/o  de  identidad  con  SDHs  caracterizadas  y posee  los

dominios  caracteristicos  de  la  familia  de  las  alcoholes  deshidrogenasas.  Ademds,  se

demostr6:(1)  la localizaci6n citoplasmatica  de  la proteina AtsDH  por microscopia de

epifluorescencia y fraccionamiento subcelular (Mandujano, 2010), (2) expresi6n a trav6s

de  todo  el  organismo  por  medio  de  la  fusi6n  de  su  promotor  al  gen  reportero  GUS

(Parada, 2011 ), qRT-PCR y Western-blot (utilizando un suero policlonal Ch-AtsDH) y(3)

que  el  sustrato  preferente  de  la  enzima  es  sorbitol  (100%  de  actividad  especifica),

seguido  por  ribitol  (98%),  xilitol  (80%),  arabitol  (59%),  con NAD+  como  co-sustrato,

por medio  de  la producci6n de  una proteina de  fusi6n  I.7? vztro,  His-AtsDH(Aguayo  y

cols.,  2013).  Por  otro  lado,  analisis  z.#  sz./z.co  ha  determinado  que  en  el  genoma  de j4.

ffacz/z.cr#cz  existen  dos  marcos  de  lectura  abiertos  (ORF),  At2921250  y  At2921260,  que

presentan un alto  nivel  de homologia  con A6PR de  diversas jioscrcecre  (entre  un 65  y

82%  de  identidad aminoacidica),  constitnyendo  fuertes  candidatos  a A6PR propios  de

este  organismo,  por  lo  que  se  denominaron  AtA6PRl  y  AtA6PR2,  respectivamente

(Zamudio,    2010).En    estudios    anteriores,    se    caracteriz6    parcialmente    AtA6PR1,

determinando que posee localizaci6n subcelular citos6lica y actividad enzimatica capaz

de reducir NADP+  en presencia de  sorbitol  6-P,  con aproximadamente  la mitad  de la

actividad especifica determinada para MdA6PR de manzana. Ademas, se expuso a estr6s

10
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salino mutantes insercionales para el gen que codifica AtA6PR1, observindose un efecto

metab6lico (Zamudio, 2010; Zamudio, 2014). Sin embargo, de AtA6PR2, que comparte

92% de identidad aminoacidica con AtA6PR1, no se tienen mayores antecedentes, salvo

que es un gen que se expresa en distintos tejidos de j4.  f¢cz/i.cz72o (Figura 9.1., ANEXO)

(Francisca  Diaz  y  Michael  Hand ford,  datos  no  publicados),  dentro  de  los  cuales  se

observa mayor expresi6n relativa en silicuas y flores.

1.4.   Primera   aproximaci6n   a   la   caracterizaci6n   de   AtA6PR2   y   estrategia

desarrollada

Para determinar si la proteina AtA6PR2 efectivamente corresponde a unaaldosa-6-

fosfato reductasa en j4.  f72cr/z.o#c7, se hace fundamental, como primera aproximaci6n a su

caracterizaci6n,    analizar    su   localizaci6n    subcelular.    Consecuentemente,    se   hace

necesario generar una herramienta para ser utilizada en futuros estudios para determinar

el  rol  fisiol6gico  de AtA6PR2,  es  decir,  obtener mutantes homocigotos crfcz6pr2-  de j4.

f¢cr/!.c7#cr, 1as  cuales  en el futuro, podrian ser comparadas  con plantas  silvestres y lineas

ata6prl-.

Para llevar a cabo el primero de estos dos objetivos principales, se clonara el gen

que codifica para AtA6PR2 en vectores de clonaci6n y posteriormente se transferira 6ste

a  vectores  de  expresi6n  binarios  que  posean  tecnologf a  Gateway®,  en  los  cuales  se

pueda fusionar en el extremo N-o C-terminal de .4£46Pjz, tags que permitan determinar

la  localizaci6n  subcelular  de  AtA6PR2   en  tejido  vegetal,   ya  sea  por  microscopfa

confocal (ejemplo: tag GFP) o Western blot (ejemplo: tag FLAG).
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La sintesis de todas las proteinas comienza en el citoplasma, con excepci6n de las

que son sintetizadas en ribosomas mitocondriales y plastidiales. Su destino final depende

de   secuencias   de   aminoacidos   llamadas   sefiales   de   destinaci6n.   Las   sefiales   de

destinaci6n   de   las   proteinas   residen   en   una  regi6n   continua   de   la   secuencia   de

aminoacidos de  15-60 residuos de longitud caracteristica. La mayoria de estas sefiales de

destinaci6n se encuentran en el extremo N-terminal (secuencias de destinaci6n a ndcleo,

membrana  plasmalica,  mitocondrias,  plastidios  y  proteinas  secretadas  por  aparato  de

Golgi),   aunque   algunas   se   encuentran   en   el   extremo   C-terminal   (secuencias   de

destinaci6na reticulo endoplasmico y peroxisomas) (Alberts y cols., 2010).

Por lo  tanto,  para  determinar con mayor confianza la localizaci6n  subcelular de

cualquier   proteina,   incluyendo   AtA6PR2,   mediante   la   fusi6n   con   tags,   se   debe

considerar que  las  sefiales  de  destinaci6n se  pueden  encontrar tanto  en  el  extremo N-

como C-terminal de las proteinas, por lo que se hace favorable fusionar a tags en ambos

extremos de la proteina, de manera independiente.

El  uso  de  la  proteina  fluorescente  verde  (GFP)  en  este  tipo  de  ensayos  posee

grandes ventajas, tales como, ser una proteina estable durante meses, se puede visualizar

facilmente   a  trav6s   microscopia  de   fluorescencia   estindar   o   confocal   (Lippincot-

Schwartz y Patterson, 2003), esta facilmente disponible en vectores de expresi6n, tales

como los que poseen sistema de clonaci6n Gateway® y puede ser detectado en c6lulas

vivas.  Sin embargo,1a fusion de tags de gran tamafio, como GFP (238 aminoacidos), en

el   extremo   cercano   a  sefiales   de   destinaci6n  de  rna  proteina,  podia  provocar  el

enmascaramiento de esta sefial, ademas de provocar un mal plegamiento de la proteina
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estudiada  (Hanson  y  K6hler,  2001).  Las  proteinas  emergen  de  los  ribosomas  en  el

citoplasma desde su extremo N-terminal y chaperonas impiden el pleganiento de 6stas

hasta que todo un dominio  (50-300  aminoacidos) hayan surgido  (Hartl y Hayer-Hartl,

2002).  Si  GFP  se  encuentra fusionado  al  extremo N-terminal  de  la proteina analizada,

saldra primero  de  los  ribosomas,  lo  cual  podria  afectar  el  correcto  plegamiento  de  la

proteina contigua,  independientemente  si  la  sefial  esta en N-  o  C-terminal  (Palmer  &

Freeman,  2004).  Debido  a  esto,  se  sugiere  fuertemente,  que  los  tags  fusionados  al

extremo N-terminal de proteinas sean pequefios peptidos (3-14 aminoacidos), tales como

tag  His  (6  aminoacidos),  FLAG  (8  aminoacidos),  c-myc  (10  arninoacidos)  entre  otros.

Segtin lo descrito anteriormente, se elegirin vectores de expresi6n que fusionen tag   de

forma confiable y comparable para determinar la localizaci6n subcelular de AtA6PR2.

Para  levar  a  cabo  el  segundo  de  los  objetivos  de  este  trabajo,  se  buscara  en  la

colecci6n   SALK   (Alonso   y  cols.,   2003)   pertenecientes   al   Laboratorio   de   Analisis

Gen6mico del Instituto  SALK (SIGnAL),  lineas  insercionales de -4£46Pjz2.  Se pedirin

las  semillas  disponibles y  se realizara rna genotipificaci6n de estas para corroborar la

homocigosis de la inserci6n del T-DNA en el gen ,4£46PJZ2.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Determinar    la    localizaci6n    subcelular    de    AtA6PR2    y    obtener    mutantes

homoc;igotos ata6pr2 -deArabidopsisthaliana.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1.ClonarelcDNAde.4£46Pjz2    y    generar   vectores    de    expresi6n   que    posean

j4f46PR2 fusionado a tags en su extremo N-y C-terminal.

2.2.2.Determinar     la     localizaci6n     subcelular     de     AtA6PR-GFP,     mediante     la

transformaci6n transitoria de hojas de tabaco.

2.2.3. Obtener mutantes  insercionales homocigotas de la colecci6n SALK de .4. f¢cz/z.cz#cr

para el gen que codifica para AtA6PR2.



ESCUELA DE PREGRADO -FACULTAD DE CIENCIAS -UNIVERSIDAD DE CHILE

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BI0LOGICO

3.1.1. Identificaci6n de mutantes insercionales potenciales en la colecci6n SALK

Se obtuvieron semillas provenientes  de plantas  de la colecci6n SALK (Alonso y

cols.,  2003)  pertenecientes  al  Laboratorio  de  Analisis  Gen6mico  del  Instituto  SALK

(SIGnAL).  Esta  colecci6n  esta  compuesta  por  plantas  de  .4.   ffrc7/I.cz77cr  ecotipo   Col-0

transformadas establemente con un T-DNA de ~4,5 kb, el cual se encuentra insertado en

el  genoma  de  esta  especie.  Si  la  inserci6n  ocurre  en  la  region  codificante  de  genes,

podria  alterar  su  expresi6n  y/o  interrunpir  sus  funciones.    Esta  transformaci6n  esta

mediada por 4grobczcferz.w77?  /2/me/czcJ.e7zs  que  porta un vector pROK2,  el  cual  a  su vez

contiene al T-DNA. Las semillas adquiridas son provenientes de inserciones del T-DNA

en  cr/cr6pr2,  gen para  el  cual  hay  tres  lineas  insercionales  disponibles:  SALK_001358

(czfcz6pr2-/), SALK_051379 (cr/c}Cpr2-2) y SALK_050803 (crfcr6pr2-3).

3.I.2. Propagaci6n de plantas de.4robz.dopri.I I/.ar/I.aiz¢

Se esteriliz6 semillas de 4.  f¢cz/z.cz#cz silvestre o lineas insercionales en etanol 70%

durante  1  min, se dej6 secar bajo campana de flujo laminar y se sembr6 en placas petri

est6riles que contienen medio MS con vitaminas  lx [Murashige & Skoog basal medium

w/vitamins, Pkyforec##oJog); £crz)orcr/orJ.es®; Murashige y Skoog,  1962.],  sacarosa 3%

(p/v), myo-inositol 0,1%  ®/v) y agar-agar  1.6%  (p/v). Este medio fue llevado  a pH 5,8

antes  de  incorporarle  el  agar-agar.  Las  placas  fueron puestas  horizontalmente  en  una

cinara de crecimiento a 22°C con fotoperiodo de  16 horas luz y 8 horas oscuridad por

dos  semanas.  Posteriormente,  las  plintulas  fueron  traspasadas  a  sistema  AraHarvest
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(SPL Life and Sciences), utilizando como medio de soporte pastillas/.j]rtyjrty-7C hidratadas

(Jiffy lnternational AS).  Las plantas se  dejaron crecer a 22°C y con fotoperiodo de  16

hora  luz  y  8  horas  oscuridad,  hasta  aproximadamente  8  semanas  de  edad,  cuando  se

realizaron la recolecci6n de semillas.

3.1.3. Propagaci6n de plantas de Ivj.cofi.¢#a /¢G¢cw" para agroinfiltraci6n

Se   sembr6   semillas   de  IVz.co/J.c77zcr   fcrbczc#m   (tabaco)   en  lana  de   roca,   regadas

peri6dicamente con medio hidrop6nico descrito por Gibeaut (Gibeaut y cols.,1997). Las

plantas crecieron a 22°C, con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, hasta una

edad aproximada de 3 meses, utilizando sus hojas para agroinfiltraci6n.

3.I.4. Cultivo de bacterias

31.41. Escherichia colt

Se utilizaron las cepas Machl  y D83.1, las cuales fueron sembradas en medio LB

s61ido esteril [Nacl 1% ®/v), Triptona 1 0/o (p/v), Extracto de Levadura 0,5% (p/v), agar-

agar  I,6% a/v)]  o inoculadas en medio LB 1£quido est6ril  [Nacl  1% (p/v), Triptona  1°/o

®/v), Extracto de Levadura 0,5% to/v)]. Las placas con LB s6lido se incubaron a 37°C

por 24 horas y los cultivos en LB liquido se incubaron a 37°C con agitaci6n a 220 rpm

durante  24  horas.  La  selecci6n  de  las  colonias  transformantes  se  realiz6  agregando

antibi6tico al medio de cultivo (espectinomicina o kanamicina 100 iig/mL, dependiendo

del vector portado).
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3.1A.2. Agrobacterium tumofaciens

Se utiliz6  la cepa GV310l,  la cual  se creci6 en medio LB  s6lido o liquido est6ril

suplementado  con antibi6tico rifampicina (12,5  pug/mL) para la selecci6n cromos6mica

de  la  cepa  y  gentamicina  (100   Llg/mL)  para  la  selecci6n  del  plasmido  Ti.  Para  la

selecci6n  de  las  c61ulas  transformadas  con  el  vector  de  inter5s,  ademas  se  adicion6

espectinomicina o kananicina (100 Hg/mL), dependiendo del vector portado. Las placas

con medio s6lido y los cultivos liquidos se incubaron a 28°C por 48 horas (con agitaci6n

a 220 rpm en el caso de cultivos liquidos).

3.1.5. Obtenci6n de c6lulas quimiocompetentes

3.1.S.1. Eschericltia colt

Se  dej6  creciendo  un pre-in6culo  de  200  LiL  de  I.  co/J.  en  5  mL  de  LB  liquido

est5ril,  durante  16 horas  (secci6n 3.1.4.I.).  Se inocularon 200 mL de LB  liquido  est6ril

con  1  mL  del pre-in6culo  y  se  incubaron a 37°C  hasta alcanzar una D.O.6oo de  0,3.  Se

centrifug6  a  3.000  g  a  4°C  durante   10  minutos.   Se  descart6  el  sobrenadante  y  se

resuspendi6  cuidadosamente  el  sedimentado  en  80  mL  de A"jTjjTer CCMB80  est6ril  frio

[10   mM   KOAc   pH   7.0,    80   mM   Cac12.2H20,   20   mM   Mnc12.4H20,    10   mM

Mgc12.6H20,10 % (v/v) glicerol,  llevado a pH 6,4 con 0,1  N Hcl].  Se incub6 en hielo

durante  20  minutos y  se  centrifug6  a 3000  g  a 4°C  durante  10  minutos.  Se  descart6  el

sobrenadante  y  se  resuspendi6  cuidadosamente  el  sedimentado  en  10  mL  de  Bz/jffer

CCMB80 est6ril frio.  Se guard6  a -80°C  en alicuotas de 200  LIL  en tubos  eppendorf de

1 ,5 mL.
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3.1.5.2. Agrobacterium tumef aciens

Se  dej6  creciendo  un  pre-in6culo  de  40  LiL  de  -4.  /„"e/czcz.e7?s  en  5  mL  de  LB

liquido est6ril, durante  16 horas (secci6n 3.1.4.2.).  Se inocularon  100 mL de LB liquido

est6ril con 4 mL del pre-in6culo y se incub6 a 28°C hasta alcanzar una D.O.6oo entre 0,5

y 0,8.  Se incub6 en hielo durante  10 minutos y se centrifug6 a 3000 g a 4°C durante 20

minutos.  Se descart6  el  sobrenadante y se resuspendi6  cuidadosamente el  sedimentado

en  1  mL  de  Cac12  esteril  ffio.  Se  guard6  a  -80°C  en  alicuotas  de  100  L[L  en  tubos

eppendorf de 1,5 mL.

3.2.  EXTRACC16N  DE  ACIDOS  NUCLEICOS  A  PARTIR  DE  MATERIAL

BIOL6GICo

3.2.I. Hxtracci6n de DNA gen6mico a partir de 4. //za/i.a#¢

Para la  genotipificaci6n  de  lineas  de -4.  f¢cr/i.cr#c},  dos  a tres  hojas  rosetas  de  3,5

semanas de edad fueron congeladas en nitr6geno liquido, en tubos eppendorf de  1,5 mL

y guardada a -80°C. Luego se molieron finamente con pistilo frio las hojas de las plantas

w./d-type  y  lineas  insercionales  cz/czfpr2-(secci6n  3.1.1.),  manteniendo  el  tubo  en  N2

liquido.  Se adicion6 al tubo 400 HL de Bctjorer de extracci6n Edward [200 mM Tris-Hcl

toH  7,5),  250  mM Nacl,  25  mM  EDTA,  0,5  %  to/v)  SDS].  Se  agit6  vigorosamente

durante  5   segundos  a  temperatura  ambiente  y  se  centrifug6  a  25.000  g  durante  2

minutos.  Se transfiri6  300  LtL del sobrenadante a un tubo  eppendorf de  1,5  mL limpio.

Se  adicion6  300  LiL  de  isopropanol  frio  y  se  incub6  en  hielo  durante  2  minutos.  Se

centrifug6  a  25.000  g  durante  5  minutos.   Se  descart6  el  sobrenadante  y  se  lav6  el
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sedimentado  con  etanol  70%  (v/v).  Se  centrifug6  a  25.000  g  durante  2  minutos.  Se

descart6   el   sobrenadante   y   se   sec6   el   sedimentado   a   temperatura   ambiente.   Se

resuspendi6 el sedimentado en 40 LiL Tris-Hcl  10 mM  pH 8 y se guard6 a -20°C.

3.2.2. Extracci6n de RNA total a partir de flores de .4. £/!¢/I.a#a!

Se    obtuvieron    flores    a    partir    de    plantas     de    j4.     f77cz/!.cz#o    silvestre    de

aproximadamente 4,5 semanas de edad. Flores (200 mg) fueron congeladas en nitr6geno

liquido en tubos eppendorf de 2 mL y guardadas a -80°C. Luego se moli6 finamente el

tejido  colectado  con  nitr6geno  liquido  en  mortero.  Se  agreg6  750  LiL  de  Bc/jorer  de

Extracci6n [0.2 M Licl, 200 mM Tris -Hcl pH 8, 20 mM EDTA y 2% to/v) SDS] y 750

LtL de fenol pH 8 precalentados a 65°C y 2% (v/v) de a-mercaptoetanol.  Se transfiri6 la

mezcla a un tubo falcon de 15 mL y se agit6 vigorosamente durante 1 minuto. Se incub6

durante   15   minutos   a   65°C,   agitando   peri6dicamente.   Se   agregaron   400   HL   de

cloroformo-alcohol isoamflico (24:1) y se agit6 vigorosamente.  Se centrifug6 a 12.000 g

durante  20  minutos.  Se  extrajo  750  L[L  de  la  fase  acuosa  y  se  transfiri6  a  un  tubo

eppendorf de  1,5  mL.  Se  agreg6  un volumen  de  cloroformo-alcohol  isoamilico  (24:1),

yse  agit6  y  centrifug6  a  12.000  g  durante  20  minutos.  Se  extrajo  600  prL  de  la  fase

acuosa, se transfiri6 a un tubo eppendorf de  1,5 mL limpio y se agreg6 0,25 vol`inenes

de  10 M Licl.  Se mezcl6 por inversi6n y se dej6 precipitar a 4°C durante  16 horas.  Se

centrifug6   a   12.000   g   durante   35   minutos   a   4°C   y   se   descart6   el   sobrenadante

cuidadosamente.  Se resuspendi6  el  sedimentado  en 250  LtL  H20 tratada con DEPC.  Se

agreg6 un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24: I ) y se mezcl6. Se centrifug6 a

14.000  g durante  10 minutos a 4°C,  se recuper6 la fase  acuosa y se transfiri6  a un tubo
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eppendorf de  1,5 mL limpio.  Se agregaron 2 voldmenes de isopropanol y se incub6 a -

20°C durante 20 minutos. Se centrifug6 a 14.000 g durante 20 minutos a 4°C, se descart6

el sobrenadante y se lav6 el sedimentado con 1 mL de etanol 75% (v/v). Se centrifug6 a

14.000 g durante  10 minutos a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se sec6 el sedimentado

a temperatura ambiente.  Se resuspendi6 el RNA en 30 HL H20 tratada con DEPC y se

guard6 a -8o°C.

3.2.3.   Extracci6n   de   DNA   plasmidial   a   partir   de   c6lulas   quimiocompetentes

transformadas

Se realiz6 minipreparaci6n a cultivo liquido de colonias transformantes de E.  co/z.

(secci6n   3.1.4.1.),   utilizando   el   kit  AxyprepTM   Plasmid   Miniprep   Kit   de   Axygen

Bioscience, siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.4. Extracci6n de RNA total a pariir de hojas de IV. fabarcw" agroinfiltradas

Luego  de 4 dias post-agroinfiltraci6n de las hojas  de IV.  /czbcrcw",  se mas6  50 mg

de tejido y se guard6 en tubos eppendorf de 1,5 mL a -80°C.Se utiliz6 el kit Powerplant

® RNA Isolation Kit de MOBio  Laboratories Inc. para extraer RNA a partir del tejido

colectado.   Se  moli6   finamente   el  tejido   con  pistilo   ffio,  manteniendo   el  tubo   en

N2liquido.  Se utiliz6  el kit  siguiendo  las recomendaciones  del  fabricante,  cuidando  de

mantener las soluciones en hielo durante todo el proceso.
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3.3.   CUANTIFICACI0N   Y   DETERMINACI0N   DE   LA   INTEGRIDAD   DH

ACIDOS NUCLEICOS EXTRAfDOS

3.3.1.Cuantiricaci6n

Se utiliz6 un espectrofot6metro NanoDrop®ND-1000 UV-Vis para cuantificar las

extracciones de RNA y DNA. Se midieron las absorbancias a 230 nm, 260 nm y 280 nm

y  se  determin6  la pureza de  las  muestras  sestn  los  indices  obtenidos para A26o/A28o  y

A26o/A23o.  Una  muestra  se  considera  libre  de  contaminaci6n  por  proteinas  o  fenoles,

cuando la relaci6n A26o/A28oes cercana a  1,8  (cuando es DNA) o cercana a 2 (cuando es

RNA).  Por  otro  lado,  cuando  la  relaci6n  A26o/A23oesta  entre  1,8  y  2,2  indica  que  la

muestra no tiene presencia de solventes orginicos, sales y proteinas. Valores menores a

los mencionados en ambos indices, indican contaminaci6n en las muestras.

3.3.2. Integridad y calidad de acidos nucleicos extraidos

La integridad del RNA se determin6 mediante electroforesis. Para ello se prepar6

un gel de  agarosa  1,5%  to/v) en 26,1  mL  de agua tratada con DEPC,  3  mL de Bz/jorjgrer

MOPS  lox [0,4 M MOPS, 0,1  M acetato de sodio,  10 mM EDTA,1levado a pH 7 con

10  M  NaoH  en  agua  tratada  con  DEPC]  y  900  HL  de  formaldehido  37%  (v/v).  Se

mezcl6  1  prL de muestra con 1  prL de Bz/jLTer de carga (2X RNA Loading Dye de Themo

ScientificTM), se calent6 a 70°C durante  10 minutos y luego se incub6 en hielo durante 5

minutos. Se deposit6 el gel en una cinara electrofor6tica con Bc!jorer MOPS  IX, se carg6

la muestra previamente incubada en 61 y se aplic6 una diferencia de potencial de 70 V
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durante 45 minutos. Las bandas se visualizaron en una camara oscura equipada con un

transiluminador UV y la imagen fue capturada con GeneGenius Classic (SynGene®).

La calidad del DNA y CDNA proveniente de plantas  de -4.  frfecJ/I.cz7zcz  se  corrobor6

mediante PCR, amplificando el gen .4c/j.#cr. Para el caso  de CDNA obtenido a partir de

hojas  de IV.  fcrbcrc"77c  transformadas,  la calidad  se  corrobor6  mediante  la  amplificaci6n

del gen JBS. Ambos PCR se realizaron bajo las condiciones especificadas en la secci6n

3.5. Posteriormente, los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa 1,5% ®/v)

preparado  con Bwjorer  TAB  IX  [40  mM  Tris-acetato,  1  mM EDTA pH  8],  mezclando

previamente  10  LiL de muestra con 2  LIL de Bz/jzj7rer de carga [6X DNA Loading Dye de

Fermentas®]. El gel fue depositado en rna cfmara electrofor6tica con B"jorer TAB  IX y

se  aplic6  una  diferencia  de  potencial  de  90  V  durante  60  minutos.  El  gel  se  incub6

durante  20  minutos  en  soluci6n  con  Bromuro  de  etidio  I  Hg/mL.  Posteriomente,  las

bandas se visualizaron en una cinara oscura equipada con un transiluminador UV y la

imagen fue capturada con GeneGenius Classic (SynGene®).

3.4. OBTENcldN DE CDNA A PARTIR DE RNA

3.4.1. Tratamiento DNasa

Para  eliminar  posibles  fragmentos  de  DNA  presentes  en  el  extracto  de  RNA

(secciones3.2.2. y 3.2.4.), se realiz6 un tratamiento con DNasa. Para ello se mezcl6 3  Hg

de  RNA total,  1.5  U DNasa I  de  Thermo  Scientific",  8%jLTer DNasal  IX  de  Thermo

ScientificTM y  10 U RiboLock RNase Inhibitor de Thermo  Scientific" en un volumen
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total  de  15  HL.  Se  incub6  la mezcla a 37°C  durante  60  minutos,  luego  se  mantuvo  en

hielo durante 5 minutos y se agreg6 1  LIL 50 mM EDTA, para detener la reacci6n.

3.4.2. RT-PCR

Se  realiz6  RT-PCR  para  sintetizar  CDNA  a  partir  de  los  extractos  de  RNA

previamente tratados con DNasa utilizando Improm-II" Reverse Transcription System

(Promega). Para ello, se mezcl6  11  LtL de RNA tratado con DNasal (secci6n 3.4.1.) con

0,1  mM oligoAp  (Tabla I).  Se incub6  la mezcla a 70°C  durante 5  minutos y luego se

mantuvo  en  hielo  durante  5  minutos.  Posteriormente  se  agreg6  a  la  mezcla  8  LtL  de

B"jLTer  Improm-II"  5X,  2,5  mM  Mgc12,  1  mM  dNTP  mz.x  [10  mM  dATP,  10  mM

dcTP,  10  mM  dGTP  y  10 mM dTTP],  2  HL  Improm-IITM Reverse Transcriptase y se

llev6 a volumen final de 40 LIL con agua libre de nucleasas. La mezcla final se incub6 en

un  termociclador  utilizando  el  siguiente  programa:  25°C  durante  5  minutos  para  la

hibridizaci6n del partidor, 42°C durante 60 minutos para la extensi6n de la primera hebra

y 70°C durante 15 minutos para inactivar la enzima. Posteriomente la muestra se guard6

a -20OC.
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3.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

3.5.1. Partidores utilizados

Tabla I. Partidores utilizados en este seminario de titu]o. Se muestra el nombre, la secuencia, la Tin y

eL largo de cada uno de los partidores utiLizados.

Nombre Secuencia Tin Largo

OligoAp
5'- CGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT

61.5OC 3 7 nucle6tidos
in TTT TIT in T-3'

AtActin4_F 5'-CAC ACT TTC TAC AAT GAG CT-3' 50. I OC 20 nucle6tidos

AtActin4_R 5'- GCA GTG ATC TCT TTG CTC AT-3' 52.7OC 20 nucle6tidos

18SF 5'-TTG ATT ACG TCC CTG CCC TIT-3' 60.6OC 21  nucle6tidos

18SR 5`-ACA ATG ATc cTr CCG CAG GT-3' 60.4OC 20 nucle6tidos

21260-F-CDNA 5'-ATG GAG ATT ACA CTG AAC AGT GG-3' 54.5OC 23 nucle6tidos

21260-R-CDNA 5'-TCA AGC GTA GAG CTC AAT GC-3' 55.2OC 20 nucle6tido

60Rsin 5'-AGC GTA GAG CTC AAT GCC-3' 55OC 16 nucle6tidos

LBbl.3 5'- ATT TTG CCG AFT TCG GAA C-3' 55.8OC 19 nucle6tidos

35S pcambia F(2) 5'-AAG ATA CAG TCT CAG AAG ACC-3' 51OC 21 nucle6tidos

GFP-pGW85 Rev 5'-ACT GGG TGC TCA GGT AGT GG-3' 59OC 2o nucle6tidos
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3.5.2. Fragmentos amp]ificados

Tabla 11. Descripci6n de ]os fragmentos amp]iricados por PCR durante este seminario de titulo. Se

indica  los  pares  de partidores  utilizados  en  cada reacci6n,  donde hibrida  cada uno  de  ellos,  el  templado

utilizado, el nombre y tamaflo esperado del fragmento amplificado.

Pares de
Descripci6n Templado

Fragmento
partidoresutilizados amplificado

Nombre Tamafio

AtActin4_F Hibridan con la region 5' y 3' del gen
BDNA Actina 849 pb

AtActin4 R •4cf!.#a, respectivamente 794 pba

AtActin4_F Hibridan con La regi6n 5' y 3' del CDNA Actina 700 pbAtActin4_R CDNA de 4c/z.#cr, respectivamente

18SF18SR
Hibridan con la regi6n 5' y 3' del

CDNA 18S 200 pbCDNA obtenido a partir del rRNA
/ 8S, respectivamente

21260-F-CDNA Hibridan con la regi6n 5' y 3' del gen
8DNA AtA6P82 I.615pb

21Z60-R-CDNA .4t4 6PR2, respectivamente

21260-F-CDNA Hibridan con la regi6n 5' y 3' del
CDNA AtA6PR2cs 930 pb

21260-R-CDNA CDNA de £4 {4 6PR2, respectivamente

21260-F-CDNA60Rsln
Hibridrn con la regi6n 5' y 3' sin

CDNA AtA6PR2ss 927 pbcod6n de t6mino del CDNA del gen
f4nd6PR2, respectivarnente

21260-F-CDNA

Hibridan con la regi6n 5' del gen

8DNA
Mut2-60 I.846 pb

.4nd6Pjt2 y  a ~110 pb n'o arriba del
left border (LB) del T-DNA presente

LBbl.3 Mut3-60 1.882pbb
en lineas insercionales de la

colecci6n SALK, respectivamente.

Z1260-R-CDNALBbl.3

Hibridan con la region 3' del gen

givNA Mutl-60 1.380pb
.4£46PR2 y a ~110 pb rio arribedel

left border (LB) del T-DNA presente
en lineas insercionales de la

colecci6n SALK, respectivamente.

5S pcambia F(2)GFP-pGW85Rev

Hibriden con una region 5' intema

VectorpGW85
35S-GFP 2.149pb

del promotor 35S y con una region 3'
intema del gen GFP, ambos

presentes en el vector pGW85. El
tamafio del fragmento esperado se
obtiene cuando el vector pGW85

contiene el gen J4446PR2ss.
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21260-F-CDNA

Hibridan con la regi6n 5' del gen
vector   f

2i26ossF-
I .542 pb

i4£46PR2 y con una regi6n 3' intema
del gen GFP, respectivamente. E|    f

. pGW85-

tamafio del fragmento esperado cse 21260ss
GFP-pGW85 Rev GFP

obtiene cuando el vector pGW85 y/o
contiene el gen -4rd6PR2ssen sentido CDNA

con el promotor del vector.

60Rsin

Hibridan con la regi6n 3' sin cod6n

VectorpGW85-21260ssy/oCDNA

21260ssR-
1.542 pb

de t6rmino del CDNA de j4rd6Z'R2 y
con una regi6n 3' intema del gen

GFP, respectivamente. El tamafio del
GFP-pGW85 Rev fragmento esperado se obtiene GFP

cuando el vector pGW85 contiene el
gen f4t46Pjdsen antisentido con el

promotor del vector.
aLos dos frogmentos esperados corresponden a 2 isoformas de i4cfj.Ha: j4ctJ.#a/ (794 pb) y j4cfi.Ha // (849 pb)
b Los dos fragmentos esperados corresponden al resultado de PCR Gen-LB para mutante afcl6pr2-2 (1846 pb) y

mutante c!/a6pr2-3 (1882 pb)

3.5.3. Reacciones con DNA polimerasas

3.5.3.1. I/# DNA polimerasa

P/z/DNA    polimerasa    es    una    DNA    polimerasa    con    actividad    correctora

(exonucleasa 5'+3'), aislada de Pyrococc"s/#rj.os#5'. Posee rna alta fidelidad de sintesis

de  DNA por reacci6n de  PCR,  por  lo  que  se utiliza en  clonaci6n.  Posee  una tasa  de

extensi6n de 1,5 minutos/kb.

Para  llevar  a  cabo  la  reacci6n,  se  mezcl6  lx  B#jLTer  de  reacci6n  con  20  mM

Mgs04 de Fermentas, 200 HM dNTP mar [10 mM dATP,10 mM dcTP,10 mM dGTP y

10  mM  dTTP],  0,5  LIM  de  cada partidor,  0,5  U  de  enzina Pj#/  D`NA  Polimerasa  de

Fermentas,  ~100  ng  de  templado  y  agua de  uso  biologia molecular  hasta obtener un

volunen final de 20 HL.
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3.5.3.2. Paq5000 DNA polimerasa

Paq5000  DNA polimerasa es  capaz  de  amplificar  fragmentos  de  DNA  de  hasta

6   kb,   de   forma   rapida   y   robusta.   Posee   rna   tasa   de   extensi6n   reducida   de

30  segundosftb  y  altos  rendimientos.  Paq5000  es  una  altemativa  a  Taq  polimerasa,

acortando el tiempo total de ejecuci6n del PCR.

Para llevar a cabo la reacci6n se mezcl6  1X j}z/jorer de reacci6n con 20 mM Mgc12

de Fermentas, 200 HM dNTP J77z.x Ilo mM dATP,10 mM dcTP,10 mM dGTP y 10 mM

dTTP],  0,2  HM de cada partidor,  0,5  U de  enzima Paq5000  Polimerasa de Fermentas,

~100 ng de templado y agua de uso biologia molecular hasta obtener un volumen final

de 20 I,L.

3.5.3.3. Taq DNA polimerasa

Taq DNA Polimerasa es una enzima termoestable derivada de la bacterfu term6fila

7lfeer7#z{s     crgzfcrfz.czcs.      Posee      actividad      DNA     polimerasa      5'+3'      y      actividad

exonucleasa 5'+3', y rna tasa de extensi6n de 1 minutockb.

Para llevar a cabo la reacci6n se mezcl6  lx B"Jj7rer de reacci6n con 15 mM Mgc12

de Sigma-Aldrich®, 200 HM dNTP 77„.x [10 mM dATP,10 mM dcTP,  10 mM dGTP y

10  mM  dTTP],  0,25  LiM  de  cada partidor,  0,5  U  de  enzima Taq DNA Polimerasa de

Sigma-Aldrich®, ~100 ng de templado y agua de uso biologia molecular hasta obtener

un volumen final de 20 LtL. Para el caso de la genotipiflcaci6n de las lineas insercionales

de SALK de cr/crfpr2-(secci6n 3.1.1), se utiliz6 3  HL de DNA gen6mico (secci6n 3.2.1)

como templado, para cada reacci6n de PCR.



ESCUELA DE PREGRADO -FACULTAD DE CIENCIAS -UNIVERSIDAD DE CHILE

3.5.3.4. GOTaq Flexi DNA polimerasa

GOTaq® Flexi DNA Polimerasa ofrece amplificaci6n robusta igual, y en algunos

casos  superior,  a  la  de  Taq  DNA  Polimerasa  convencional.  Esta  enzima  permite  la

optimizaci6n de la concentraci6n de Mgc12, ya que no viene adicionado a los "buffer" de

reacci6n,  y  facilita el  analisis  directo  en  geles  de los  productos  de  PCR.  Esta  enzima

posee dos 82/jj7er de reacci6n, uno verde y uno incoloro, ambos contienen 50% glicerol,

el cual aumenta la densidad de la muestra, permitiendo que 6stas se hundan facilmente

en los pocillos de geles de agarosa, lo cual permite cargar la reacci6n directamente en un

gel   despu6s   de   la  alnplificaci6n.   El   5x  Bz/jzj7rer  verde   GOTaq®   Flexi   contiene   dos

colorantes (azul y amarillo) que se separan durante la electroforesis para monitorear el

proceso  de migraci6n de  las muestras.  Dadas  todas  sus  caracteristicas,  esta enzima  se

utiliza en la genotipificaci6n de  las  lineas  insercionales  de  SALK  de  czfcz6pr2-(secci6n

3.1.1).

Para llevar a cabo la reacci6n se mezcl6  1X B"jorer verde GOTaq® Flexi,  1,5 mM

Mgc12,  200  LIM  dNTP  7"J.x  [10  mM  dATP,   10  mM  dcTP,  10  mM  dGTP  y  10  mM

dTTP],  0,25  HM de cada partidor,  0,5 U de enzima GOTaq® Flexi DNA Polimerasa,  3

LIL de templado y agua de uso biologia molecular hasta obtener un volumen final de 20

LIL.



ESCUELA DE PREGRADO -FACULTAD DE CH]NCIAS -UNIVERSIDAD DE CHILE

3.5.4. Programas termociclador

Tab]a  Ill:  Descripci6n  de  programas  de  termociclador  utilizados  en  este  seminario  de  tftuLo.  Se

detalla  nombre  del  fragmento  amplificado,  enzima  DNA  polimerasa  utilizada,  tiempos  y  temperatura

utilizados para cada etapa de los PCRs en eL termociclador ®rograma PCR).

EtapasFragmellto 1 2 3 4 5 6

Denaturaci6D
Ampliricaci6n

Extension T€minoDeDaturaci6ntemplado IIibridaci6nprrtidores
Extensi6namplificado/Enzima inicial Final

ActinaTaqPol. 1  ciclo 35  ciclos I  ciclo I  ciclo
94OC 94OC 54OC 72OC 72OC 10OC

5min 25 seg 25 seg 30 seg 1 0 min CO

ActinaGOTaqPol.
I  ciclo 35 ciclos 1  ciclo I ciclo
95OC 95OC 54OC 72:OC, 72OC 10OC

2min 5seg 25 seg 30 seg 5min CO

18STaqPol.
I  ciclo 30 ciclos I  ciclo 1  ciclo
940C 94OC 58OC 68OC 68OC 10OC

5min 40 see 30 se£ 50 seg 10 min 00

AIA6PR2ThqPol.
1  ciclo 35 ciclos I  ciclo I  ciclo
94OC 940C 55OC 72OC 72OC 10OC

5min 45 seg 40 seg 2min 10 min 00

AIA6PR2GOTaqPol.
1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo I  ciclo
95OC 95OC 55OC 72OC 72OC 10OC

2min 45 seg 40 seg 2min 5min CX)

AIA6PREcsPfapoll I  ciclo 35 ciclos I  ciclo 1  ciclo
94OC 94OC 59OC 72OC 72OC 10OC

5min 45 seg 40 seg I.5 min 1 0 min cO

AIA6PR2csPaqPol.
I  ciclo 35 ciclos 1  ciclo I  ciclo
95OC 95OC 59OC 72OC 72OC 10OC

2min 45 seg 40 see 30 seg 5min 00

AIA6PR2ssPfupol.
1  ciclo 35 ciclos I  ciclo 1  ciclo

94OC 94OC 55OC 72OC 72OC 10OC

5min 45 seg 40 seg 1,5 min 10 min cO

Mut2-60yMUG-60 1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo 1  ciclo
94OC 940C 550C` 72OC 72OC 10OC

7aa Pol 5min 45 seg 40 seg 2min 10 min 00

Mut2-60yMut3-60 1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo I  ciclo
95OC 950C 55OC 72OC 72OC 10OC

GOTaq Pol. 2min 45 seg 40 seg 2min 5min cO

Mutl-60TaqPol
1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo I ciclo
94OC 94OC 55OC 72OC 72OC 10OC

5min 45 seg 40 seg I.5 min 10 min CO
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Mutl-60GOTaqPOI.
1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo 1  ciclo

95OC 95OC 550C        ,} 72OC 72OC 10OC

2min 45 seg 40 seg, i .5 min 5min CO

35S-GFPTaqPol
1  ciclo 35 ciclos 1  ciclo 1  ciclo

94OC 94OC 62OC 72OC 72OC 10OC

5min 45 seg 40 seg 2minl5seg 10 min cO

AtA6PR2ssF-GFP 1  ciclo 35 ciclos
'hL

I ciclo I ciclo

94OC 94OC 57OC 72OC      - 72OC 10OC

Taq Pol 5min 45 seg 40.see       A \?'Jnip i x`` 1 0 min cO

AtA6PR2ssR-GFP I  ciclo 35 ciclos I  ciclo 1  ciclo

94OC 94OC 57OC 72OC 12:OC, 10OC

rHq Pol 5min 45 seg 40 seg 2min 1 0 min \co

3.6. TRANSFORMACION DE CELULAS QUIMIOCOMPETIENTES

3.61. E. colt

Para obtener un mayor niinero de copias de vectores de clonaci6n o binarios que

contienen el gen de inteies, se transfomaron c61ulas de E.  co/I. quimiocompetentes, las

cuales   en   condiciones   apropiadas   de   temperatura   y   agitaci6n   (secci6n   3.1.4.1.),

aumentan el n`inero de c6lulas exponencialmente en un corto periodo de tiempo  (2-16

horas).  Para  llevar  a  cabo  la  transformaci6n,  se  tomaron   100-400  ng  de  vector  de

clonaci6n o destinaci6n (secciones 3.8.3. y 3.8.4.) y se mezcl6 cuidadosamente con rna

alicuota  de   c6lulas  quimiocompetentes  (secci6n3.1.5.1).   Luego   se  incub6  en  hielo

durante  1  hora y  se realiz6  un golpe termico  incubando  a 42°C  durante 45  segundos.

Posteriormente,  se  incub6  en  hielo  durante  10  minutos  y  se  agreg6  500  uL  de  LB

liquido. Se incub6 a 37°C y 220 rpm de agitaci6n durante 2 horas. Se centrifug6 a 5000

g durante 5  minutos a temperatura anbiente,  se eliminaron 400  prL de medio LB  y se

resuspendieron cuidadosamente las c5lulas en los 100 LIL restantes de medio. Se sembr6
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en placas LB s6lido suplementado con los antibi6ticos adecuados para la selecci6n de las

c6lulas transformadas segiin el vector utilizado (secci6n 3.7.).

3.6.2„ A. tumef aciens

Una vez obtenido el vector binario que contiene el gen de inteies (secci6n 3.8.4.),

se  realiz6   la  transformaci6n  de   c5lulas   quimiocompetentes  de  J4.   i"me/czcj.e#s',   que

posteriormente  permitiron  transformar  celulas  vegetales,  ya  sea  de  forma  estable  o

transitoria.   Para   ello   se   agregaron   cuidadosamente   400-600   ng   de   vector  binario

provenientes de una minipreparaci6n de celulas de E.  co/z. transformadas (secci6n 3.2.3.)

a una alicuota  de  celulas  quimiocompetentes  de 4.  fz/nnge/c7c!.e#s  (secci6n  3.1.5.2.)  y  se

incub6  en  nitr6geno  lfquido  durante  5  minutos.  Se  agreg6  1  mL  de  LB  liquido  y  se

incub6 a 28°C y 220 rpm de agitaci6n durante 2 horas. Se centrifug6 a 5000 g durante 5

minutos a temperatura ambiente,  se  eliminaron 400  LIL de medio LB y se resuspendi6

cuidadosamente  las c6lulas  en los  100  prL restantes de medio.  Se  sembr6  en placas  LB

s6lido  suplementado  con  los  antibi6ticos  adecuados  para  la  selecci6n  de  las  c6lulas

transforlnadas segtin el vector utilizado (secci6n 3.7.).

3.7. VECTORES UTILIZADOS

3.7.1. Vector de clonaci6n pCRTM8/GWITOPO®

El vector de clonaci6n o de entrada pCR"8/GW/TOPO® (Figura 3.1.), permite

la clonaci6n de fragmentos de DNA mediante la utilizaci6n de la tecnologia TOPO TA

Cloning® System de Invitrogen. Este sistema utiliza la actividad transferasa terminal de

las   Taq  Polimerasas,   independiente   del   DNA  templado,   que  permite   agregar  una
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deoxiadenina sobresaliente  en  los  extremos  3',  para la clonaci6n  fapida y  eficiente  de

productos de PCR. El vector contiene rna deoxitimina 3' sobresaliente, que hibrida con

la  deoxiadenina  3'   sobresaliente  del   fragmento   a  clonar  y  al   mismo  tiempo,  una

Topoisomerasa  I,   que   se  encuentra  unida  covalentemente  al  vector,   forma  enlace

fosfodi6ster entre el vector y el extremo 5' del fragmento a insertar. Ademds, este vector

posee un gen que codifica para resistencia a espectinomicina, lo cual permite seleccionar

c6lulas de E.  co/!. quimiocompetentes transformadas con este vector (secci6n 3.I.4.I.).

Este vector es compatible con la tecnologia GATEWAYTM (Karimi y cols., 2002),

por lo que la secuencia clonada queda flanqueada por sitios de recombinaci6n at/L, que

por recombinaci6n hom6loga  permiten transferir,  con  alta eficiencia,  el  fragmento  de

inteies,  desde  el  vector  de  entrada  a  vectores  que  posean  sitios  de  recombinaci6n

compatibles  ¢JfR,  mediante  reacci6n  de  recombinaci6n  hom6loga  mediada  por  LR

ClonaseTM Enzyme Mix de Invitrogen.

Figura 3.I.: Vector pCRTM8/GWITOPO®
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3.7.2. Vectores de expresi6n, binarios o de destinaci6n

Los vectores descritos a continuaci6n reciben la denominaci6n de  "binarios"  por

poseer  origenes   de  replicaci6n  para  E.   co/z.  y  ,4.   fz/we/crcj.e#s.   Ademas,   todos   son

compatibles con tecnologza GATEWAY", por lo  que poseen sitios de recombinaci6n

czf/R  compatibles  con  los  sitios  cJ/fL,  que  al  recombinar  gracias  a  la  acci6n  de  LR

Clonase,  permiten  transferir  el  fragmento  de  interes  desde  el  vector  de  entrada  o  de

clonaci6n   al   vector   de   expresi6n   o   binario.   Todos   estos   vectores   permiten   la

transformaci6n estable o transitoria de tejido vegetal,  gracias a la presencia en ellos de

regiones RB y LB, que permiten transferir la informaci6n contenida entre estos bordes al

tejido   vegetal,   mediante   la   capacidad   de   realizar   transferencia   horizontal   de   4.

tumefaciens.

3.7.2.1. pMDC43 y pMDC85

Los vectores pMDC43  y pMDC85 poseen doble promotor del virus  del mosaico

de la coliflor (CaMV35S), lo cual permite una expresi6n del tipo constitutiva del gen de

inteies.  Ademds,  ambos  vectores  contienen  el  gen  que  codifica  para  la  resistencia  a

kanamicina  (Ivf'7TD,  que  permite  la  selecci6n  en  bacterias  y  plantas,  y  el  gen  de

resistencia a higromicina (fzp7), para la  selecci6n en plantas.  Entre  los  sitios  a/fRl  y

czf/R2  se  encuentra el  gen  cccJB,  que  codifica para  la toxina  CcdB,  la cual  elimina las

c6lulas transformadas con el vector sin recombinar, permitiendo solo el crecimiento de

las c6lulas transformadas con el vector deseado. Este vector ademas agrega el gen de la

proteina fluorescente verde (6GFP)  en el extremo N-terminal ®MDC43)  o  C-terminal
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®MDC85) de la proteina codificada, pemitiendo la observaci6n por microscopia de la

fluorescencia de la proteina fusionada (Curtis y Grossniklaus, 2003).

3.7.2.2. pGW85

Vector   pGW85   posee   el   promotor   del   virus   del   mosaico   de   la   coliflor

(CaMV35S), que permite altos niveles de expresi6n de secuencias de inter5s. Ademds,

contiene el gen que codifica para la resistencia a kanamicina (IVPZ:{0, bajo el control del

promotor constitutivo Nos, que permite la selecci6n en bacterias y plantas, y el gen de

resistencia  a  higromicina  (HP7),  bajo  el  control  del  promotor  CaMV35S,  para  la

selecci6n  en  plantas.  Entre  los  sitios  czffRl  y  cr/fR2  se  encuentra  el  gen  cedB,  que

codifica para la toxina CcdB (secci6n 3.7.2.1.). Este vector adem5s agrega el gen de la

proteina fluorescente verde  (GFP)  en el  extremo  C-terminal  de la proteina codificada,

pemitiendo la observaci6n por microscopia de la fluorescencia de la protefna fusionada

(Nakagawa y cols., 2009).

3.7.2.3. pEarlyGate202

El vector pEarlyGate202 posee  el promotor del  virus  del  mosaico  de  la coliflor

(CaMV35S)  que permite altos niveles de expresi6n de  secuencias de interes.  Ademas,

contiene  el  gen que codifica para la resistencia a kanamicina  (IVP7TJ),  que permite la

selecci6n en bacterias y el gen de resistencia a herbicida Basta (84Jt), para la selecci6n

en plantas. Entre los sitios cJ#Rl  y cJ/fR2 se encuerfua el gen cedB, que codifica para la

toxina  CcdB  (secci6n  3.7.2.I.).  Este  vector  ademas  agrega  el  epfrope  FLAG  en  el

extremo N-terminal  de  la proteina codificada, permitiendo  la detecci6n  de  la proteina
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fusionada a este epitope por utilizaci6n de anticuexpo anti-FLAG en ensayos de Western

Blot (Barley y cols., 2006).

3.8. OBTENC16N DE VECTORES DE EXPRES16N QUE POSEAN AtA6PR2

FUSIONADO A UN TAG EN SU IEXTREMO N- Y C-TERMINAL

3.8.1. Purificaci6n de 4/u6pr2 a partir de gel de agarosa

Se realizaron 4 reacciones de PCR de 40prL cada una para amplificar j4£46PJZ2as'

o4£46Pji2s!scon P/z/ DAI4  Po/I.mercJscz  (secci6n  3.5.).  Se  resolvieron  las  reacciones  en

gel de agarosa  1,5%   to/v) (secci6n 3.3.2.). Por separado,  se purificaron las bandas de

930 pb y 927 pb, respectivamente con el kit de purificaci6n Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante y se cuantific6

la extracci6n (secci6n 3.3.1.).

3.8.2. Adici6n de dATP 3' sobresaliente a 4rd6PR2

No se puede realizar la clonaci6n directa de j4£46PJZ2cs y ,4£46Pji2ss amplificados

con Pj#/ DNA Polimerasa en vectores de clonaci6n TOPO TA®, debido a la actividad

correctora de esta polimerasa que elimina las deoxiadeninas 3' sobresalientes necesarias

para  TA  Clonaci6n®.  Para  agregar  rna  deoxiadenina  3'  sobresaliente  a  los  genes

amplificados,  se  utiliz6  aproximadanente  250ng  de  templado  ®asta  8   prL  de  gen

purificado)(secci6n  3.8.1.),  se  agreg6  1   prL  de  "BzjjLTer"  de  reacci6n  lox  Taq  DNA

Polimerasa de Sigma-Aldrich®, 0.6 HL 25 mM Mgc12, 0.2 prL 10 mM dATP, 0.2 HL de
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Taq DNA Polimerasa de Sigma-Aldrich® y agua de uso biologia molecular para un total

de 10 LIL. La reacci6n se incub6 a 72°C durante 30minutos.

3.8.3. Ligaci6n de ,4tl6PR2 al vector de clonaci6n pCR"8/GWITOPO®

Para realizar la ligaci6n de los genes j4£46Pji2cs y j4£46PJ22ss, con deoxiadeninas

3'  sobresalientes,  al vector de clonaci6n pCR"8/GW/TOPO®,  se mezclaron  8  uL  de

producto  de  PCR,  2  HL  de  soluci6n salina  [1.2  M Nacl,  0.06  M Mgc12]  y 20  ng  de

vector pCRTM8/GWITOPO®.  La reacci6n se incub6 a temperatura ambiente durante 2

horas.  Posteriormente se transformaron c6lulas  de I.  co/I. quimiocompetentes  (secci6n

3.6.1), por separado, con vector pCR"8-AtA6PR2cs y vector pCR"8-AtA6PR2ss, y se

realiz6 rna mihipreparaci6n de las c6lulas transformadas (secci6n 3.2.3.).

3.8.4. Recombinaci6n de pCR"8-AtA6PR2 con vectores binarios

Dado que el vector pCR"8 combina la Tecnologia TOPO y Gateway®, es posible

transferir  el  gen  de  inter5s  (4£46Pji2es  o  4£46Pji2ss')  desde  el  vector  de  entrada

®CR"8)(secci6n  3.8.3.)  a  un  vector  de  destinaci6n  o  binario  que  posea  la  misma

tecnologia(secci6n 3.7.2.),  mediante rna reacci6n  de  recombinaci6n LR  entre  los  dos

vectores.  Para  ello  se  mezclaron  150  ng  de  vector  de  entrada,  150  ng  de  vector  de

destinaci6n y 1  prL de LR Clonase" Enzyme Mix de Invitrogen. La reacci6n se incub6

a temperatura anbiente durante 16 horas y se inactiv6 agregando 1  LtL de proteinasa K e

incubando  a  37°C  durante  10  minutos.  Posteriorlnente  se transformaron c6lulas  de E.

co/z.  quimiocompetentes  (secci6n  3.6.1.)con  los  vectores  de  expresi6n  generados  y  se

realiz6  rna  minipreparaci6n  de  las  c6lulas  transfolmadas  con  ellos  (secci6n  3.2.3.).
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Luego se realiz6 las pruebas moleculares (secci6n 3.9.) y se transformaron c6lulas de j4.

fz/j"e/czc7.e#s  quimiocompetentes  (secci6n 3.6.2.),  a las  cuales tambi5n se les realiz6  los

analisis moleculares correspondientes (secci6n 3.9.).  Posteriormente, se procedi6 con la

transformaci6n transitoria de hojas de IV.  fczbcrczj7" (secci6n 3.10.1.).

3.9. ANALISIS MOLHCULARES DE LOS VECTORES GENERADOS

3.9.1. PCR

Para corroborar la correcta inserci6n de los  genes .4£46PJZ2cs' y j4f46f'jz2s's  en el

vector de clonaci6n pCRTM8, rna vez realizada la ligaci6n y la posterior transformaci6n

de c6lulas de E.  co/I. quimiocompetentes, se realiz6 un PCR con Paq DNA Polimerasa de

j4£46PJi2cs y -4£46PJZ2ss, utilizando como templado las minipreparaciones de las c5lulas

transformadas (secciones 3.5. y 3.8.3.).

Posteriomente,  para  corroborar la  correcta inserci6n  de  los  genes *4£46Pji2cT  y

-4£46Pj22s:s'  en  vectores   de  expresi6n  post  recombinaci6n,   se  realiz6  PCR  de  35S-

2j260Lrs', utilizando como templado  las minipreparaciones  de las celulas transformadas

(secciones 3.5. y 3.8.4.)y una vez obtenidas las c5lulas de 4.  fz/me/crcz.e#s transformadas,

se realiz6 PCR con Paq DNA Polimerasa de j4£46PJt2ss, utilizando como templado  1  LtL

de   una   diluci6n   1:10   en   agua   est5ril   de   una   fracci6n   de   la   colonia   de   c6lulas

transformadas (secci6n 3.5).
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3.9.2. Digestion enzimatica

3.9.2.1. Vector de clonaci6n

Para determinar la inserci6n y orientaci6n de -4t46PJt2cs y .4/46PJZ2ss' en vector

de clonaci6n pCRTM8 se realiz6 rna doble digesti6n enzimatica con Ncol y Xbal, donde

se esper6 tener como  resultado fragmentos  de 2818  pb y  926 pb  si j4£46Pjz2estaba en

sentido entre los sitios de recombinaci6n czf/Ll  y czffL2, y fragmentos de 3255 pb y 489

pb si .4£46f'JZ2 estaba en antisentido. Para llevar a cabo la reacci6n,  se mezclaron 5  HL

de  minipreparaci6n  a  partir  de  c5lulas  de  E.  co/z.  transformadas,  0.3   prL  de  Ncol  de

Fermentas, 0.3  LIL de Xbal de Fermentas, 2  uL de "Bz/jLTer" Tango  lox de Fermentas y

agua libre de nucleasas para completar un volumen final de 20 LiL. Se incub6 la reacci6n

a 37°C durante  16 horas y posteriormente se carg6 toda la reacci6n en un gel  I,75% de

agarosa (secci6n 3.3.2.).

3.9.2.2. Vector de expresi6n

Para determinar la inserci6n y  orientaci6n  de los  genes j4£46Pj22cs  y j4£46PR2s.s:

en el vector de expresi6n pGW85, se realiz6 una doble digesti6n enzimatica con BamHI

y Sacl, donde se esper6 tener como resultado fragmentos de  14622 pb,1351  pb, 798 pb

y  481pb  si  .4/46PJi2estaba  en  sentido  con  el  promotor  CaMV35S,  y  fragmentos  de

14622 pb,  1.230 pb, 923 pb y 473 pb si j4/46Pjz2 estaba en antisentido. Para llevar a cabo

la  reacci6n,   se  mezclaron  5   LiL   de  minipreparaci6n  a  partir  de   c51ulas  de  E.   co/I.

transformadas,  0.3  HL de BamHI de Fermentas,  0.3  prL de  Sacl de Fermentas, 2  LiL de

Bz/jLTer Tango  lox  de Fermentas y agua libre  de nucleasas para completar un volumen
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final de 20 LiL.  Se incub6 la reacci6n a 37 °C durante  16 horas y posteriormente se cargo

toda la reacci6n en un gel  1,5°/o de agarosa (secci6n 3.3.2.).

3.9.3. Secuenciaci6n

Para   determinar    si    las    secuencias   A£46PJt2cs'    y   j4£46Pj22s.s'    habian   sido

anplificadas  y  clonadas   de  forma  id6ntica  en  vector  pCRTM8,   se   secuenciaron  las

minipreparaciones  obtenidas  a partir de celulas  de E.  co/I. transformadas  con pCRTM8-

AtA6PR2cs o pCRTM8-AtA6PR2ss (secci6n 3.8.3.).Para ello  se utilizaron los partidores

universales M13 forward y reverse (Macrogen, USA). Posteriormente se compararon los

resultados con la secuencia depositada en bases de datos (TAIR, www.arabidopsis.org,

At2921260) para determinar la presencia de posibles diferencias.

3.10.    DETERMINACION    DE    LA    LOCALIZACI0N    SUBCHLULAR    DE

AtA6PR2

3.10.I. Anflisis z.# sz./z.co

3.10.1.1. Predicci6n de localizaci6n subcelular de AtA6PR2

Para   determinar   la   localizaci6n   subcelular   z.#   Fz./I.co   se   utiliz6   PSORT   11

(http://www.genscript.com/psort/psort2.htmL),  un programa para predecir  los  sitios  de

localizaci6n  subcelular  de proteinas  a partir de  sus  secuencias  de  aminoacidos,  el  cual

utiliza el m6todo de  fr-nearest-neighbor (fr-NN). El metodo ¢-NN es un algoritmo simple

de reconocimiento de patrones en la que k es un parinetro predefinido. En PSORT 11 se

utiliza  el  algoritmo  para  asignar  un  sitio  de  localizaci6n  de  secuencias  de  entrada

arbitrarias  mediante   el  uso  de  las  tendencias  estadisticas  que  se  encuentran  en  el
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conjunto   de   entrenamiento    (secuencias   que    se   les   han   conocido    los    sitios   de

localizaci6n). En primer lugar, las distancias euclideas (las ralces cuadradas de las sumas

de las distancias al cuadrado de todas las variables) entre la secuencia de entrada y todos

los  datos  de  entrenamiento  se  calculan  sobre  la  base  de  valores  normalizados  de  las

variables,  que  en  este  caso  son  cada rna  de  las  sefiales  de  destinaci6n  analizadas.  A

continuaci6n,  el  sitio  candidata  que  ocupa  la  mayor  parte  de  los  k-secuencias  mss

cercanas  se  asigna  a  ser  el  sitio  mas  probable.  De  esta  forma,  se  puede  predecir  la

localizaci6n subcelular mas probable de secuencias aminoacidicas conocidas.

3.10.2. Ana]isis z.« vz.t/a

3.10.2.1. Marcadores de compartimentos subcelulares

Para identificar correctamente la localizaci6n subcelular de la proteina AtA6PR2

en   c6lulas   de   hojas   de   IV.    /CZZ)c}czj",   se   utiliz6   dos   marcadores   fluorescentes   de

compartimentos  subcelulares   basados en secuencias establecidas, 1os cuales pueden ser

utilizados  en  estudios  de  co-1ocalizaci6n.  Se  utiliz6  el  marcador  de  tonoplasto  vac-rk

CD3-975, el cual posee la secuencia codiflcante para la proteina y-TIP, una acuaporina

de  la  membrana  vacuolar,   y  en  su  extremo   C-terminal   se  encuentra  fusionado   la

secuencia  codificante  para  la  proteina  fluorescente  mcherry  (r`lelson  y  cols.,  2007).

Ademds, se utiliz6 el marcador citoplasma-ndcleo pK7WGR2.0-DCAlfin2, el cual posee

la  secuencia  codificante  para  un  factor  de  transcripci6n  del  tipo  Al fin  2  de  Dcz#cws

ccrrofc! y en su extremo C-terminal se encuentra fusionado la secuencia que codifica para

RFP (Simpson, 2015).
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3.10.2.2. Transformaci6n transitoria de hojas de IV. fabacwm

Para realizar la transformaci6n transitoria de  hojas  de IV.  /crbc7c„"  se  realiz6  un

cultivo  liquido  de -4.  /I/7"e/czcz.e#s transformado  con:  1)  vector binario  que contenia gen

de inter6s en sentido ®GW85-AtA6PR2ssF),  2) marcador tonoplasto (secci6n 3.10.1.),

3) marcador citoplasma-nticleo (secci6n 3.10.2.1.), 4) vector vacio ®GW85) y 5) vector

binario  que  conten{a  gen  de  inter6s  en  antisentido  (pGW85-AtA6PR2ssR),  estos  dos

tiltimos utilizados  como  controles negativos de transformaci6n.  Para ello  se inocul610

mL  de  LB  liquido  (suplementado  con  antibi6ticos;  secci6n  3.7.2.2.)  con   10  L[L  de

cultivo  liquido  de  j4.  Jz/me/c7c!.e7?s  transformado  con  los  distintos  vectores.  Se  incub6

durante  16  horas  a  28°C  y  220  xpm  de  agitaci6n.  Se  centrifug6  a  5000  g  durante  15

minutos  a  temperatura  ambiente,  se  elimin6  el  sobrenadante  y  se  resuspendieron  las

c6lulas  cuidadosamente  en  agua  destilada  est6ril  hasta  alcanzar  una  D.O.6oo  de  0,8.

Luego    se   agreg6   0,1    mM   de   acetosiringona,    compuesto    fen6lico    que   exudan

naturalmente   las   plantas   por   las   heridas   y   funciona   como   quimioatrayente   dej4.

f#7„e/acz.err.  Para el  caso  de  las  co-infiltraciones,  una vez resuspendidas  las  celulas  en

agua est6ril, se mezclaron 4 mL de cada suspensi6n y posteriormente se agreg6 0,1  mM

de acetosiringona.

Una  vez  obtenidas  las  suspensiones  de  infiltraci6n,  se  procedi6  a  realizar  la

transformaci6n de tejido vegetal. Para ello, se realiz6 una minima incisi6n en la hoja con

una aguja muy fina ¢eringa de insulina) y posteriormente, con rna jeringa de 5 mL sin

aguja,   se  tomaron  3   mL  de  suspensi6n  de  infiltraci6n  y  se  procedi6   a  presionar

suavemente con la boquilla de lajeringa sobre la hoja, justo donde se realiz6 la incisi6n.
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Se presion6 cuidadosamente el 6mbolo, hasta observar que todas las c6lulas del panel de

la  hoja  fueron  infiltradas  con  la  suspensi6n.  Es  importante  considerar  que  se  realiz6

infiltraci6n panel por medio en una hoja, para que la sobrevida de esta, post-infiltraci6n,

no se viera afectada. Una vez realizada la agroinfiltraci6n de las hojas de IV.  fczbczc„7„, 1a

planta  se  dej6  en  cinara  de  crecimiento  durante  3,5  dias  (secci6n  3.1.3.),  para  la

posterior extracci6n de RNA (secci6n 3.2.4.) y observaci6n por microscopia confocal.

3.10.2.3. Observaci6n de fluorescencia de c6lulas transformadas por microscopia

confocal

La  microscopia  confocal  permite  la  observaci6n  de  muestras  a  una  resoluci6n

mucho  mayor que  la microscopia 6ptica convencional,  gracias  a un  sistema laser  que

aplica  un  haz  de  luz  en  forma  de  barrido,  en  rna  region  pequefia  de  la  muestra  a

observar. El laser al ser aplicado a una longitud de onda determinada produce excitaci6n

de  ciertas  mol6culas  de  la muestra,  las  cuales  emiten  fluorescencia a una longitud  de

onda  mayor  a  la  aplicada.  Debido  a  que  el  laser  penetra  facilmente  la  muestra,  el

microscopio confocal permite obtener imagenes en diferentes planos focales, que al ser

procesadas     por     programas     bioinformaticos,     pueden     reproducir     una     imagen

tridimensional del material observado.

Para la observaci6n de  la fluorescencia  de  celulas  transformadas  de hojas  de IV.

/czbczc#m  (secci6n3.10.2.2.),  se  cort6  una  secci6n  de  1  cm x  lcm  del  panel  de  la hoja

transformada y se poz6 la cara adaxial sobre un portaobjetos. Se coloc6 sobre la muestra

300  LIL  de  agua  destilada  y  cuidadosamente  se  tap6  con  cubreobjetos.  Se  utiliz6  un
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Microscopio Confocal Zeiss LSM 710 con objetivo de 40X y software Zen version 2012

para capturar las imagenes.  La edici6n de las imagenes se realiz6 con ImageJ2x 2.1.4.7

Image  1 . 1 .

4. RESULTADOS

4.1.  cLONAcloN DEL CDNA DE 4rd6pR2 y GENERAcloN DE vECTOREs

DE   EXPRES16N   QUE   POSEAN  Aid6PR2   FUSIONADO   A   TAGs   EN   SU

EXTREMO N- Y C-TERMINAL.

4.1.1.   Extracci6n   de   RNA  total  y   obtenci6n   de   CDNA   a   partir   de   flores   de

A. thaliana stiivestre

Tal como  se  expuso  en la secci6n  1.3.(Figura  1.3),  el tejido  en el  cual hay una

mayor  expresi6n  relativa  de <4£46PR2  es  en  silicuas,  seguido  por  flores.  Se  utilizaron

flores de 4.  f¢cr/I.c777cz para realizar la extracci6n de RNA total (secci6n 3.2.2.), debido a

que no  se  contaba con la  cantidad  de  silicuas  necesaria para realizar la extracci6n de

RNA   a  partir   de   ellas.   Luego,   se  realiz6   una   electroforesis   (secci6n   3.3.2.)   para

corroborar  la  integridad  de  los  extractos  de  RNA  total.  Posteriorinente,  se  trat6  el

extracto  con  DNasa para  eliminar  restos  de  DNA  gen6mico,  se  realiz6  la  sintesis  de

CDNA (secci6n 3.4) y un PCR para amplificar un fragmento de ocfz.#cr para corroborar

su calidad e integridad (secci6n 3.5.; Figura 4.1.).
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Florl     Flor2 pnl    cl)NAI   cDNA2

Figura 4.I.:  Obtenci6n y verificaci6n de la calidad  del CDNA de flores de j4.  i/Ia!/i.awa. A.  Se observa
dos extractos de RNA total (Flor 1  y 2) de flores de j4.  f77a/!.a#a.  Se identifican bandas claras y definidas,
lo  cual  indica  que  se  encuentran  integros  los  RNAs.  8.  Se  observa  la  electroforesis  realizada  a  los

productos de amplificaci6n por PCR de un fragmento de acfJ.#cr realizados a los CDNA sintetizados a partir
de los extractos de RNA. Se observan en ambos carriles (cDNAl y 2) la amplificaci6n de un fragmento de
aproxinadamente  700  pb  (flecha roja),  correspondiente  al  tanafio  esperado  para  el  CDNA  de  acti.#cr,
corroborando la integridad y calidad del CDNA sintetizado. PM; marcador de peso molecular,

4.1.2. Amplirlcaci6n y clonaci6n de Aid6PJ[2cs en pCR8

Una  vez   corroborada  la  calidad  e   integridad   del   CDNA   (secci6n   4.1.1),   se

amplific6   j4£46PJZ2  con codon de termino  de  la traducci6n   (4/46PJi2cf)  a partir de

ambos CDNA sintetizados, utilizando P/zt DNA polimerasa y partidores 21260-F-CDNA

y 21260-R-CDNA (con cod6n de t6rmino de la traducci6n)  (secci6n 3.5).  Dado  que el

carril  cDNA2  mostr6  mayor  intensidad  (Figura  4.2.),  la  banda  correspondiente  fue

purificada (secci6n 3.8.1).  Luego  se adicion6 las dA 3' sobresalientes (secci6n 3.8.2.) y

se lig6 al vector de clonaci6n pCR"8/GW/TOPO® (secci6n 3.8.3.) obteniendo pCR8-

AtA6PR2.   Posteriormente   se   transform6   E.   co/I.   (secci6n   3.6.1.),   obteniendose   3

colonias resistentes a espectinomicina. Para corroborar la transfomaci6n, se realiz6 rna



ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

extracci6n de DNA plasmidial a cada rna de las  colonias (secci6n 3.2.3.) y PCR para

amplificar 4£4 6PJZ2as' utilizando como templado las minipreparaciones.

Figul.a 4.2.: Amplificaci6n de Atl6PR2cs a pariir de CDNA de flores de .4. f/Ia!/i.ow¢. Se observa rna
banda  de  aproximadamente  930  pb  (flecha  roja)  correspondiente  al  tamafio  esperado  del  CDNA  de
j4rd6PR2cS, en ambos cDNAs  (cDNAl  y 2).  C- corresponde al control negativo de PCR utilizando agua
como templado. PM, marcador de peso molecular.

En  la  Figura  4.3.,   se   observa  que   las   3   minipreparaciones   de  las  colonias

transformadas  con  pCR8-AtA6PR2,  amplificaron  un  fragmento  de  aproximadamente

930 pb, consistente con el tamafio esperado de j4£46PR2cLs.

45
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PM                Col I           Col 2           ('ol 3             ('-                  C+

10copb
7so pt, #

Figura  4.3.:  Amplificaci6n  de  A"6JH2es  a  partir  de  minipreparaciones  de  colonias  de  E.  co//.
transformadas  con   pCR8-AtA6PR2.   Coll-3   corresponden  a  minipreparaciones   de   colonia   1   a  3
transformada con  el vector pCR8-AtA6PR2.  C-  corresponde  al control negativo  de  PCR utilizando ague
como  templado.  C+  corresponde  al  control  positivo  de  PCR,  utilizando  cDNA2  como  templado.  PM,
marcador de peso molecular.

Para determinar  si  el  fragmento  clonado  en pCR8  en  las  distintas  colonias,  es

efectivamente .4t46PJt2cf y que no presenta diferencias nucleotidicas con la secuencia

anotada  de J4£46f'Jt2  en  la  base  de  datos  de  TAIR  (www.arabidopsis.org;  c6digo  de

acceso   At2921260),   se   secuenciaron   las   tres   minipreparaciones   (Macrogen   USA)

(secci6n 3.9.3.). Una de ellas, la colonia 2, posee la secuencia de .4t46Pjt2cs con  100%

de identidad nucleotidica comparado con la base de dates, pero la secuencia se encuentra

en antisentido con respecto a los sitios a/fLl  y cJr/L2 del vector pCR8.  Por lo tanto,  se

utiliz6  esta  minipreparaci6n  como  templado  para  amplificar  nuevamente  J4t46PJi2,

repitiendo los pasos de esta secci6n, para obtener la secuencia en sentido en pCR8.

4.1.3. Amplificaci6n y clonaci6n de Atl6PJi2cs y 4tl6PR2ssen pCR8

Dado que el Objetivo Especifico  1  propone la generaci6n de vectores de expresi6n

que poseen 4£46PJi2 fusionado a tags en su extremo N- como C-terminal, se amplific6
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4£46PJZ2  con  (4£46PJZcf)   y  sin  (4£46PJt2sL§)   cod6n  de  t6mino   de   la  traducci6n,

utilizando Prfu DNA polimerasa (secci6n 3.5.), los partidores correspondientes y pCR8-

AtA6PR2 (colonia 2) como templedo (secci6n 4.I.2.).

Tal  como  se  observa  en  la  Figura  4.4.,  se  amplific6  4£46PJt2cs  y .4£46PR2ss.

Luego,   se  purificaron  las  bandas   correspondientes  a  ~930  pb   (secci6n  3.8.1.),   se

adicion6  las  dA  3'  sobresaliente  a  cada  uno  de  ellos  (secci6n  3.8.2.)  y  se  lig6,  por

separado,  a  pCRTM8/GW/TOPO®  (secci6n  3.8.3).  Posteriormente  y  por  separado,  se

transform6  E.  co/z.  con  las  reacciones  de  ligaci6n  (secci6n  3.6.I.).  En  seguida,  para

corroborar  la  transformaci6n,  se  extrajo  DNA  plasmidial  a  10  colohias  resistentes  a

espectinomicina   (secci6n   3.23.)   y   se   realiz6   PCR  para   anplificar  4£46PR2cs   o

4f46PJt2ss,  segtin  correspondiese,  utilizando  como  templado  las  minpreparaciones

(Figura 4.5.).

PM12 3+

Figura 4.4.: Amplificaci6n de .4tl6PJ12es y Atl6PR2§s a partir de pCR8-AtA6PR2.  I . Amplificaci6n
de  ,4£A6f'Jt2cS  usando  partidores  21260-F-CDNA  y  21260-R-CDNA.  2.  Control  negativo  de  PCR  de
j4L46PR2es utilizando  ague como templado.  3.  Ampliflcaci6n de j4tl6PR2sF usando partidores 21260-F-
cDNA  y  60Rsin.  4.   Control  negativo  de  PCR  de  Atl6PR2ss  utilizando  agua  como  templado.  PM,
marcador de peso molecular.
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A         PM     CI     C2    C3    C4    C5    C6    C7    CBC9Clo     C-C+

i
_i__I-•ooopb =* ---------  =

[lr=
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Figure  4.5.:  Amp]iricaci6n  deA"6PR2cs  y  A"6PJ[2rs  de  10  coLonias  transrormadas  con  pCR8-
AtA6PR2cs y  10 colonias transformadas con  pCR8-AtA6PR2ss. A.  PCR para alnplificar Atl6PR2es
desde  minipreparaciones  de  10  colonias  transfomadas  con  pCR8-AtA6PR2cs.B.  PCR  para  amplificar
A!A6PR2ss  desde  minipreparaciones  de  10  colonias  transfomadas  con  pCR8-AtA6PR2ss.  Para  ambos
PCRs,  C-  corresponde  al  control  negativo  utilizando  agua  como  templado  y  C+  al  control  positivo
utilizando   como  templado   La  miniprepaci6n   de   colonia  2   (secci6n   4.I.2.).   PM,   marcador  de   peso
molecular.

4.I.4. Digestion enzimatica de pCR8-AtA6PR2cs y pCR8-AtA6PR2ss.

Para  deteminar  la  orientaci6n  de  4f46PJ{2cs   y  .4t46PJt2ss  en  las   colohias

transformadas  con pCR8-AtA6PR2cs  y pCR8-AtA6PR2ss,  respectivamente,  se realiz6

rna doble digestion enzimatica con IVcol y .XZ)crl (secci6n 3.9.2.I.).  Segiin los resultados
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mostrados  en   la  Figura  4.6.,   se   determin6   que  3   de   las   10   colonias  de  E.   co/I.

transformadas  con  pCR8-AtA6PR2cs,  poseen 4t46PJtes  en  sentido  con  respeto  a  los

sitios a/fLl  y ¢f/L2 del vector pCR8, y 5 de las 10 colohias de E.  co/z. transfomadas con

pCR8-AtA6PR2ss, poseen J4£46PJZ2ss en sentido con respecto a los sitios aJfLl  y crf/L2

del vector pCR8, lo curl se detalla en la Tabla IV.

Clo Clo-MC2 MC2-

---- ¥b
EEE

--¥b
¥

Figura 4.6.: Digestion enzimftica con IVcol y Xbal de pCR8-AtA6PR2cs y pCR8-AtA6PR2ss. A.Cl-
Clo,   minipreparaciones   de   10   colonias   transformadas   con   pCR8-AtA6PR2cs   digeridas   con   ambas
enzimas. B.Cl-C 10, minipreparaciones de  10 colonias transformadas con pCR8-AtA6PR2ss digeridas con
ambas enzimas. Para ambos casos, C1 -a Clo-corresponden a los controles de digesti6n para cnda rna de
las  colonias,  en  los  cunles  no  hay  presencia  de  enzimas  de  restricci6n  en  la  mezcla  de  reacci6n.  MC2
conesponde a La minipreparaci6n colonia 2 (secci6n 4.I.2.) digerida con ambas enzimas y MC2-al control
negativo de digestion de MC2. PM, marcador de peso molecular.  Los recuadros rojos indican las colonias

que poseen AtA6PR2cs o AtA6PR2ss en sentido respecto a los sitios o/fLl  y a//L2 del vector pCR8.
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Tabla IV: Resumen resultados digestion eDzimdtica

Gen Sentido con Representaci6n Colonlas
respecto al vectorl obtenldas

AtA6PR2cs Sentido E±   a,,'lI-tl_,nil:I--: 4, 5 y 9

AIA6PR2cs Antisentido S®ZHd9VTV
1, 2, 3, 6,  7'8ylo

AtA6PR2ss Sentido lllllllllllllllllB,IL,buL
1' 4, 6. 8 y10-I .,,J-

AtA6PRZss Antisentido SSZHd9VIV 2, 3, 5, 7 y 9
[En sentido con respecto a los sitios a//Ll y a/fL2 del vector pCR8

4.I.5. Secuenciaci6n de pCR8-AtA6PR2cs  y pCR8-AtA6PR2ss

Luego  de  detemirmr  por  digesti6n  enzimatica  que  existian  colonias  de  E.  co/7'

transformadas con pCR8-AtA6PR2cs y con pCR8-AtA6PR2ss que poseian .4£46PJi2cs`

y  .4±46PJZ2ss  en  sentido  con  respecto  a  los  sitios  o#Ll   y  ¢f/L2  del  vector  pCR8,

respectivamente  (secci6n  4.1.4.),   se   secuenciaron  las  mihipreparaciones  de  estas   8

colonias, comparando los resultados con la secuencia de 14£46PJi2 depositada en la base

de   datos   de   TAIR   (c6digo   de   acceso,   At2921260)   (secci6n   3.9.3.).   Ademas,   se

secuenciaron  minipreparaciones  de  3  colohias  (3,  5  y  7)  transfomadas  con  pCR8-

AtA6PR2ss  con 4t46PR2ss  en  antisentido  con respecto  a  los  sitios  cr/fLl  y  of/L2  del

vector pCR8, lo cual se utilizafa como control negativo en la transformaci6n transitoria

de hojas de tabaco (Objetivo Especifico 2).

En  la  Tabla  V  se  observa  ennegrecidas   las   colonias  que  poseen   100%  de

identided  nucleotidica  entre  .4{46Pjz2  y  la  secuencia  depositada  en  la  base  de  datos

TAIR. Para la construcci6n de los vectores de destino (Objetivo Especifico 2), con los

cuales se trabajari en la secci6n 4.2.de Resultados, se eligieron los clones mostrados en

Tabla VI.
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Tabla V: Resultado de secuenciaci6n de pCR8-AtA6PR2cs y pCR8-AtA6PR2ss

Gen
Sentido delaSecuenciaa

Colonia Secuenciaci6n con Secuenciaci6n con
M13Fb M13Rc

AtA6PR2cs Sentido

4 100% de identidad 100% de identidad
5 99% de identidad 98% de identidad

9 99% de identidad 98% de identidad

AtA6PR2ss

Sentido

1 100% de identidad 100% de identidad
4 99% de identidad 99% de identidad

6 99% de identidad 99% de identidad

8 99% de identidad 99% de identidad
10 99% de identidad 99% de identidad

Antisentido
3 99% de identidad 98% de identidad
5 99% de identidad 99% de identidad

7 100% de identidad |ooo/o de identidad
asentido con respecto a los sitios affLl  y a//L2 del vector pCR8
bicporcentaje de identidad nucleotidica del fragmento secuenciedo comparado con base de datos TAIR

En negrita se destacan las colonias con 100% de identided nucleotidica comparado con base de datos TAIR

Tabla   VI:   Constructos   pCR8-AtA6PR2es  y  pCR8-AtA6PR2ss  elegidos   para   la   generacidn   de
vectores de destino

Gen
Sentido con

Representaci6n
Ndmero

respecto al de
vector pCR81 Colonia

AIA6PR2cs
Sentido 4b-mliiiiiiiiiiiiiiiiiE`INdpNL_,.-||_

Antisentido S3ZHd9V}V                                                           2a

AtA6PR2ss
Sentido 1b

-----                                              . -I -  I - ---
-mllllllllllllllllllBlb,J]ZJ _              ,,,fl-(`,,LJ                    ,\l.\\'J  |\-\\                  (/,,L-

Antisentido SSZHdgv}V                                                            7b

aclon obtenida en secci6n 4. I .2 de resultadOS
b Clones obtenidas en secci6n 4. I .4 de resultados
I Sentido con respecto a los sitios a//L I  y a//L2 del vector pCR8
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4.1.6.  Recombinaci6n  de  pCR8-AtA6PR2cs  y  pCR8-AtA6PR2ss  con  vectores  de

expresi6n tipo PMDC

Se  utilizaron  vectores  de  expresi6n  de  la  serie  PMDC  (Curtis  y  Grossniklaus,

2003), los cuales mediante tecnologfa Gateway permiten fusionar tag GFP en el extremo

N- ®MDC43) o C-teminal ®MDC85) del gen de inteies (Figura 4.7.).

~t!e:S_tLn7`~`¥y£L_I.AI-_¥

RB #osT L             Hygl            I  LB  (
-L-~'-'`    -','''oL  'rd-.'_.,.__`'__``       ..`.~...`

atiR\                         altR2

Figura 4.7.: Representaci6n esquemftica del T-DNA de pMDC43 y pMDC85. Ambos vectores poseen
entre los bordes derecho  (RB)  e  izquierdo (LB)  el  doble promotor 35S  del virus de  la coliflor, grp6 que
codifica para la proteina fluorescente verde, terminador de la transcripci6n #asT, Hygr que codifica para la
resistencia a higromicina en plantas y entre los sitios de recombinaci6n a/fRl  y affR2, el gen letal ccae y
Chfr que confiere resistencia a cloranfenicol en bacterias.

Se realizaron las correspondientes recombinaciones entre los vectores de clonaci6n

expuestos en la Tabla VI y los vectores de expresi6n PMDC (secci6n 3.8.4.), lo cual se

encuentra representado en la Figure 4.8.

pCR8.AtA6PR2csF                     pCR8-AtA6PR2csR-          __I  I  a:.c„y  IL

PMIX:43
2 I '5S

¥.dl€iiEi£¥[i._+EL-_L_B_
athl                 am

pCR8-AtA6PR2ssF                       pCR8-AtA6PR2ssR-         -  I -..7V I
pMlro85

2x35S

Figure 4.8.: Recombinaci6n de pCR8 con PMDC

Hygt           -LB
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Se  transform6  E.  co/i.  con  las  reacciones  de  recombinaci6n  (secci6n  3.6.1.),  yse

realizaron   minipreparaciones   plasmidiales   de   las   celulas   resistentes   a   kanamicina

(secci6n 3.2.3.), para su posterior analisis.

4.1.7.    Digestion    enzimatica    de    minipreparaciones    de    c6Iulas    de    E.    co/i

transformadas con PMDC

Para determinar la correcta recombinaci6n entre pCR8-AtA6PR2cs y pMDC43, y

pCR8-AtA6PR2ss    y    pMDC85,    se    realizaron    digestiones    enzimaticas    de    las

minipreparaciones (secci6n 3.9.2.2.). Para el caso de pMDC43-AtA6PRcs, se realizaron

2 digestiones, una simple con IVcol y rna doble con Bo"HI y Scrcl. En cambio, para el

caso  de  pMDC85-AtA6PRss  se  realizaron  3  digestiones,  2  de  ellas  son  simples  (solo

IVcol o Sczcl) y la tercera digesti6n es doble con BcrmHI y S¢cl.

Tal  como  se  observa  en  la  Figura  4.9.y4.10.,  en  ninguna  de  las  digestiones

realizadas  a  los  vectores  de  expresi6n  generados  se  obtuvo  el  patr6n  de  digestion

deseado.    A    pesar    de    realizar    4    recombinaciones    independientes    y    analizar

aproximadamente  30   colonias  en  total,  no  fue  posible  obtener  vectores  pMDC43-

AIA6PR2cs  (F  o  R)  o  pMDC85-AtA6PR2ss  (F  o  R).  Este  resultado  es  discutido  mas

adelante  (secci6n  5.1),  y  como  consecuencia  se  decidi6  usar  otras  series  de  vectores,

pEarleyGate y PGWB, para cumplir con los primeros objetivos de este trabajo.
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pMac43-AtA6pR2csF
A

cl                  c2                 C3 C4C5

p.`i                      BanHI                     Bm"                     Bmlil
toopb    iooopb   r`'col    Sacl         C.      Ncol    S.cl         C.      Ncol    sau=i

PMIX:43-AtA6PR2csR

Fp+£|n     s,zHd9w     ..„L:S_T.,        _,]y8..  _______..p

C 1                       C2                    C3                     C4

p.M                        BanHI                       BmHI                       Bmm                       Bamill
ioopb    iooopb   NCOI    Sa£I         C-      ^`COI    Sacl         C.      r{col    Sacl         C,      ^.col    saci         C-

Figura  4.9.:  Digestiones  enzim6ticas  de  pMDC43-AtA6PR2cs.  A.  Analisis  de  pMDC43-AtA6PRcsF
potenciales.    8.   Analisis   de   pMDC43-AtA6PRcsR   potenciales.    Sobre   cada   gel    se    encuentra   la
representaci6n del vector de expresi6n analizado. En Las cajas verdes bajo cada gel, se indican los tamafios
de   fragmentos   esperados   segivn   cada   digestion   realizada.   Las   minipreparaciones   de   Las   colonias
transformadas  esfan  representadas  por  la  letra  C  seguida  del  ndmero  de  la  colonia  (Cl-C5).  Sobre  los
carriles  se  indican  las  enzimas  utiLizadas  (IVcol,  BamHI,  Sacl).  C-  corresponde  al  control  negativo  de
digestion,  el  curl  no  posee  enzimas  de  restricci6n  en  la  mezcla  de  reacci6n.  PM,  marcador  de  peso
molecular.
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pMac85-AtA6pR2ssF

.gp£-TmuHdlllbn_a.5?-._   Hyg      -`(B

pMIX85-AtA6PR2ssR

_xp_£ih    ss"d9w    n_„¥T.      j]^yB!   _____p
CI                              C2                             C3                           C4

loop?.\`,Ocopb  NcO|B¥    sacl     c-      ^`cO|B=    sac[     c       A.cO[Bfr   saci     c       NcalB¥    sacl     c.

'Oapb

Figura  4.10.:  Digestiones  enzimfticas  de  PMDCBS-AtA6PR2ss.  A.  Analisis  de  pMDC85-AtA6PRssF
potenciales,    8.   Andlisis   de   pMDC85-AtA6PRssR   potenciales.    Sobre    cada   gel   se   encuentra   la
representaci6n del vector de expresi6n analizado. En fas cajas verdes bajo cada gel, se indican los tamafios
de   fragmentos   esperados   segin   cada   digestion   realizada.   Las   minipreparaciones   de   las   colonias
transformadas  estan  representadas  por  la  letra  C  seguida  del  rfumero  de  la  colonia  (Cl-C5).  Sobre  los
carriles  se  indican  las  enzimas  utilizadas  para  cada  digestion  (IVcol,  Bc7mHI,  Sacl).  C-  corresponde  al
control  negativo  de  digestion,  el  cual  no  posee  enzimas  de  restricci6n  en  la  mezcla  de  reacci6n.  PM:
marcador de peso molecular.
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4.I.8.   Recombinaci6n   de   vectores   pCR8-AtA6PR2cs   y   pCR8-AtA6PR2ss   con

vectores de expresi6n pEar]yGate202 y pGW85

Dado que no fue posible obtener ,4£46PJt2 fusionado a tag GFP en el extremo N-y

C-terminal, mediante la utilizaci6n de vectores de expresi6n PMDC (secci6n 4.1.7.), se

decidi6 utilizar otros 2 vectores de expresi6n que permiten fusionar distintos tag en N-

®EarlyGate202) y C- terminal ®GW85) de 4t46PJt2, debido a las caracteristicas que

poseen cada uno de ellos (Figiira 4.11.).

JELL_P±..

RB  L   Ken.

OCS  +  LB

_r¥1l T ` +  ,_`H_¥g ,-,. ` _ -.,-- ¥_
attR,                          atlR2

Figura 4.11.:  Representaci6n esquemftica de T-DNA de pEarlyGate202 y pGW85. Ambos vectores
poseen entre  los bordes  derecho (RB)  e  izquierdo (LB)  el promotor 35S  del  virus  de  la coliflor,  ademds
entre  los  sitios  de  recombinaci6n  ¢#Rl  y  affR2,  el  gen  letal  ccdB  y  CMr  que  confiere  resistencia  a
cloranfenicol  en  bacterias.  Vector pEarlyGate202  posee BAJZ que  confiere resistencia al  herbicida Basta
(Glufosinato amonio) en plantas, tag Flag de fusion N-terminal al gen de interes y secuencia terminadora y
de  poliadenilaci6n  OCS.  Vector  pGW85  poseen  Kanr  que  codifica  para  resistencia  a  kanamicina  en
bacterias y Hygr que codifica para resistencia a higromicina en plantas. Ademas, posee tag GFP6 de fusi6n
C- terminal al gen de interes y terminador de la transcripci6n wasT.

4.1.8.1. Generaci6n de vector de expresi6n pEar]yGate202-AtA6PR2cs

4.I.8.I.I. Recombinaci6n de pCR8-AtA6PR2cs con pEarlyGate202

Se  realiz6  la  recombinaci6n  entre  pCR8-AtA6PR2cs  y  pEarlyGate202  (secci6n

3.8.4., Figura 4.12.).
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pCR8-AtA6PR2csF

pEarlyGate202

RB  L   BAR

pCR8-AtA6PR2csR±   s.ztidgw   EF

_9€-S`LRE
attR2

Figure 4.12.: Recombinaci6n de pCR8-AtA6PR2cs con pEar]yGate202

Luego se transform6 E.  co/j. con las reacciones de recombinaci6n (secci6n 3.6.1.),

y  se  realizaron  minipreparaciones  plasmidiales  de  c6lulas  resistentes  a  kanamicina

(secci6n 3.2.3.), para su posterior analisis.

4.I.8.I.2. Veriflcaci6n por PCR de pEarlyGate202-AtA6PR2cs

Para determinar la correcta recombinaci6n, se amplific6 .4£46PJt2 por PCR de las

minipreparaciones de pEarlyGate202-AtA6PR2cs (secci6n 3.5).

pEarlyGate202-AtA6PR2csF

RB  I  BAR_.i=_.I_:

pEarlyGate202-AtA6PR2csR

RB  I   BAR

OCS  L  LB

SOZHd9V)V        .  OCS  +LB  (

Figura 4.13.: Representacidn de los vectores pEarlyGate202-AtA6PR2cs esperados producto
de  la  recombinaci6n  entre  pCR8-AtA6PR2cs  (F  y  R) y  pEarlyGate202.  Los  vectores  esperados  se
diferencian  solo  en  el  sentido  de  AtA6PR2cs  con  respecto  al  tag  FLAG  que  antecede  la  secuencia  de
interes.

Como se observa en la Figura 4.14., todas las colonias analizadas dieron positivo

para el PCR de j4f46Pjz2cs, indicando que los vectores generados son los esperados.
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pEarlyGate202-AtA6PR2csF-
RB  .   BAR

loco pt,
750 I,b

OCS  -  LB

pEarlyGate202-AIA6PR2csR

_R=B=LBflRET
RE

pEG202-At.\6PR2csF   I)EG202-AtA6PR2csR

S®ZHd9VIV -  OCS  -  LB

PM    CI          C2         C3         CI          CZ         C3          C'-

EEE

Figure    4.14.:    Amplificaci6n    de   .4"6PJZ2dde    colonias    transformadas    con    pEarlyGate202-
AtA6PR2cs.  Sobre  el  gel  se  encuentra  la  representaci6n  de  los  vectores  analizados.  Las  fechas  azules
indican  los  partidores  utilizados.  Las  minipreparaciones  de  las  colonias  seleccionadas  se  encuentran
representadas  con  la  letra  C  seguidas  del  ntimero  de  la  colonia  (Cl-C3).  C-  corresponde  al  control
negativo de PCR utilizando agua como templado. PM, marcador de peso molecular.

4.1.8.1.3.  Transfomaci6n  de ,4.  f«me/d!cz.eJ2s  con  pEar]yGate202-AtA6PR2cs  y  su

verificaci6n mediante PCR de 4"6PJ[2cs

Una  vez  confimada  la  obtenci6n  de  pEarlyGate202-AtA6PR2csF  y  pEarlyGate202-

AtA6PR2csR, se transform6 i4.  /z/rae/acl.e#s con minipreparaciones a partir de la colonia

1  de E.  co/j. para cada constructo (secci6n 3.6.2). Luego se seleccion6 una colonia de .4.

J#"e/crc[.e7gs' resistente a kanamicina para cada transfomaci6n y se le realiz6 PCR para

amplificar 4£46PR2as para confimar la presencia de los vectores de expresi6n en cada

una de ellas (secci6n 3.5).
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La Figura 4.15.demuestra que las colonias de j4.  /cime/crcz.e#s,  seleccionadas para

cada  evento   de  transformaci6n,  poseen  efectivanente   los  vectores  pEarlyGate202-

AtA6PR2cs generados.

?-.            `.. r,

TIM        1          2           3           4

1000 pb uiEmH

Figura  4.IS.:  PCR de A446PJZ2crde colonias de ,4.  tome/aci.eustransformadas con  pEarlyGate202-
AtA6PR2cs.  Sobre  el  carril   1  y  2  se  observa  el  constnicto  con  el  cual  esfa  transformada  la  colonia
ana]izada.  Carril  3  corresponde  a  control  negativo  de  PCR  utilizando  ague  como  templado.  Carril  4
corresponde a control positivo de PCR utilizando como templado la minipreparaci6n a partir de la colonia
I  de E.  co/i. transformada con vector pEarlyGate202-AtA6PR2csF. PM: marcador de peso molecular.

La generaci6n de estos vectores permitri determinar y/o corroborar la localizaci6n

subcelular  de  AtA6PR2  por ensayos  de  Western blot utilizando  anticuexpos  ct-FLAG.

Sin embargo, esta tecnica requiere de un tiempo prolongado para su estandarizaci6n, por

lo cual, en este seminario de tfulo no fueron utilizados, sirviendo como rna herramienta

de gran utilidad en ensayos posteriores.
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4.1.8.2. Generaci6n de vector de expresi6n pGW85-AtA6PR2ss

4.I.8.2.1. Recombinaci6n de pCR8-AtA6PR2ss con pGW85

Se  realiz6  la recombinaci6n  entre  pCR8-AtA6PR2ss  y  pGW85  (secci6n  3.8.4.,

Figura 4.16.).

pCR8-AtA6PR2ssF

pGW85

_RB_i_F1

pCR8-AtA6PR2ssR±  bsz¥d9W  -

.#v?,?`,I`.L.....,`_¥¥SL.h,,___T`_.¥F
attR\                         atiR2

Figura 4.16.: Recombinaci6n de pCR8-AtA6PR2ss con pGW85

Luego se transform6 E.  co/z. con las reacciones de recombinaci6n (secci6n 3.6.1.) y

se   realizaron   rinipreparaciones   plasmidiales   de   c6lulas   resistentes   a   kanamicina

(secci6n 3.2.3.), para su posterior analisis.

4.1.8.2.2. Verificaci6n por digestion enzim6tica de pGW85-AtA6PR2ss

Para determinar la correcta recombinaci6n entre pCR8-AtA6PR2ss y pGW85, se

realiz6 rna doble digesti6n enzimatica a las minipreparaciones con BczmHI y Sczcl segtin

secci6n 3.9.2.2.

La Figura  4.17.demuestra que  los tamafios  de  los  fragmentos  esperados  para la

digestion  enzimatica  de   los  vectores   de   expresi6n  pGW85-AtA6PR2ss  generados,

fueron los  esperados,  indicando  la correcta recombinaci6n entre  vectores  de  clonaci6n

pCR8-AtA6PR2ss con el vector de expresi6n pGW85.
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`xp-JSEL£±n¥+,-    Hy8'    _u
C I                      C2                    C3                    C4                    C5

pM     8¥   c.     8¥   c       8¥   c.     Bg

pGW85-AIA6PR2ssR

F!_._¥qj}     sszt[dgw    D„.oS`?r`.._Hy8.  _     -[p

cl                  c2                 C3

pM     8¥'    c.     8¥    c.      8¥

C4C5

Ball
saci       C.         8¥     c.

=798 Db

=923 db

Figura  4.17.:  Digestiones  enzimaticas  de  PGWBS-AtA6PR2ss.  A.  AnaLisis  de  pGW85-AtA6PRssF
potenciales.    8.    Analisis    de    pGW85-AtA6PRssR   potenciales.    Sobre    cada   gel    se    encuentra    la
representaci6n deL vector de expresi6n analizado. En las cajas verdes bajo cada gel, se indican los tamaflos
de    fragmentos    esperados    segivn    la   digestion   realizada.    Las   minipreparaciones    de    las    colonias
transformadas  estin  representadas  por  la  letra  C  seguida  del  ndmero  de  la  colonia  (Cl-C5).  Sobre  los
carriles  se  indican  las  enzimas  utilizadas  para  la  digestion  (BamHI,  Sacl).  C-  corresponde  al  control
negativo de digestion, el cual no posee enzimas de restricci6n en la mezcla de reacci6n. PM: marcador de
peso molecular.  Los  vectores  esperados  se  diferencian  solo en el sentido  de  AtA6PR2ss  con respecto  al
tag GFP que precede la secuencia de inter6s.
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4.I.8.2.3. Verificaci6n por PCR de pGW85-AtA6PR2ss

Si  bien  los  resultados  de  las  digestiones  enzimaticas  de  pGW85-AtA6PR2ss

indican  fuertemente  una  correcta  recombinaci6n  (secci6n  4.1.8.2.2.),  se  corrobor6  la

construcci6n mediante 2  reacciones de  PCR,  uno  para amplificar J4/46PJZ2ss  y  el  otro

para amplificar jJS-4f46PJZ2-GFP (secci6n 3.5).

EI PCR de 4f46PR2 (Figura 4.18.) surnado al PCR de j5S-4£46PJi2-GIP(Figura

4.19.) permiten determinar la presencia del gen i4/46Pjz2 en cada rna de las colonias y

ademds, si este se encuentra dentro de los vectores utilizados para la transformaci6n de

las bacterias, respectivamente.

pGW85-AtA6PR2ssF                                                                     pGW85-AtA6PR2ssR
J,S+

ve_._try_JiiBD|!PnelLT-..H}r   ..-P`        _to_-_[::}+    h`"dg+!\+Jb„~oi.T-.    i[}g      _in

pG\l.85-.`l.\6PR:ssr                              pG\\.85-.\l.`6PR:.rsR

PM        C I          (`Z         C..        C.         C.a        C I          CZ         ('3        ('+         (`S         ('-

-i__--ili_i]__-i----i_E!
I

.``:'`.`..:...

Figura  4.18.:  Ampliricaci6n  de A446PJZ2ss  desde  pGW85-AtA6PR2ss.  Sobre  el  gel  se  encuentra  la
representaci6n   de   los  vectores   analizados.   Las   flechas  azules   indican  los  partidores  utilizados.   Las
minipreparaciones de  las  colonias  seleccionadas  se  encuentran  representadas  con  la  letra C  seguidas  del
ninero   de   la  colonia  (Cl-C5).   C-   corresponde   al   control  negativo   de   PCR  utilizando   agua  como
templado.PM, marcador de peso molecular.
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pGW85-AIA6PR2ssF                                                                         pGW85-AtA6PR2ssR
}5Spcm}bi.I(i)                                                                                                                                             lsspcimhl.l=l!i

ne-.KE.;J|-bdcoT-      Hvr      -u     .qp_._tL=_+   sS:Ud9\a\   Inn,T.      H}r      _u
R

prj\` 85-.`..`6PR:air                             pr,\\.B `-.\I.\6llR:s.R

PM         (`1     C`2      (',     (',     {'S                        ('1      (`Z      C`}     (`,     ('S                  (`-

Figura   4.19.:   Amplificaci6n   de  35S-Atl6PR2-GFP  desde   pGW85-AtA6PR2ss.   Sobre   el  gel   se
encuentra  la representaci6n  de  los  vectores  analizados  y  los partidores  utilizados  para realizar este PCR
(flechas  azules).  Las minipreparaciones de  las  colonias seleccionadas  se encuentran representadas  con  la
letra C seguidas del ninero de la colonia (Cl -C5). C-corresponde al control negativo de PCR utilizando
agua como templado. PM: marcador de peso molecular.

4.I.8.2.4.   Transformaci6n   de   [4.   /zJme/qcf.eus   con   pGW85-AtA6PR2ss   y   su

verificaci6n mediante PCR de 4"6PJt2ss

Dado  que   la  minipreparaci6n  a  partir  de  las  colonias   1   (E.   co/i.)  para  cada

constructo dieron positivas para los 3  analisis realizados:  digesti6n enzimatica (secci6n

4.I.8.2.2.),  PCR  de .4t46PJt2ss  y  PCR  de  35S-j4j46PJt2-GFP  (secci6n  4.I.8.2.3.),  se

utilizaron estas para transformar 4.  fw"c/cicz.c#f(secci6n 3.6.2.). Luego se seleccionaron

3  colonias de 4.  /2jme/¢cz.e#s resistentes a kananicina para cada transformaci6n y se le

realiz6 PCR para amplificar ,4£46PJt2ss para confirmar la presencia de los vectores de

expresi6n en cada una de ellas (secci6n 3.5).
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pGW85-AtA6PR2ssF                                                            pGW85-AtA6PR2ssR

±L--qu~JiEEE±-_Jpg_-_i    xp-_ha_iT"dgv|biT.   ±F    _T
pe\\.Bs-.`i.`OpR2ssF   iid\`.B.<-Ai.\6pR2s;jR

Figura   4.20.:   PCR  de  A446PJt2srde   co]onias   de  A.   givme/ac/c7Is   transformadas   con   pGW85-
AtA6PR2ss.  Sobre  el  gel  se  encuentra  la  representaci6n  de  los  vectores  analizados  y  los  partidores
utilizados    (flechas   azules).    Las   minipreparaciones    de    fas    colonias   seLeccionadas    se   encuentran
representadas  con  la  letra  C  seguidas  del  ntimero  de  la  colonia  (C1-C3).  C-  corresponde  al  control
negativo de PCR utilizando agua como templado. C+ = minipreparaci6n colonia  1  pGW85-AtA6PR2ssF,
PM: marcador de peso molecular.

La Figure 4.20.demuestra que las colonias de -4.  /wine/¢cJ.e#s,  seleccionadas para

cada evento de transformaci6n, poseen efectivamente los vectores pGW85-AtA6PR2ss

generados,

4.1.8.2.5. Transformaci6n de c5lulas de E. co/f. y 4. /zfme/¢ci.c«s quimiocompetentes

con pGW85 vacio

Para obtener el control negativo de los ensayos que  se realizaron posteriormente,

se  transform6  E.   co/I.  cepa  D83.I   (resistentes  a  ccdB)  con  pGW85  vacio  (secci6n

3.6.1.).  Luego  de  realizar  mihipreparaciones  a  las  colonias  resistentes  a  kanamicina

(secci6n 3.2.3.), se transform6 .4.  fc/"e/CJCJ.eus, seleccionando una colonia resistente para

experimentos posteriores (secci6n 3.6.2.).
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4.2. DETERMINAcloN DH LA LocALlzAcloN SUBCELULAR Dn AtA6pR2-

GFP,  MEDIANTE  LA  TRANSFORMACI0N  TRANSITORIA  DE  HOJAS  DE

TABACO.

4.2.1. Predicci6n de la localizaci6n subcelular de AtA6PR2 por anilisis I.in s#!.co

Para tener una primera aproximaci6n sobre la posible localizaci6n subcelular de la

proteina AtA6PR2 (c6digo de acceso UniprotQ9SJV1 ), se utiliz6 el programa PSORT 11

(secci6n  3.10.1.1.)  .Tal  como  muestra  la  Figura  4.21.,  se  predice  con  un  60.9%  de

probabilidad que la localizaci6n subcelular de AtA6PR2 es citoplasmatica y un 30,4 %

de probabilidad que es nuclear.  Sin embargo,  es esencial corroborar estas predicciones

mediantes  ensayos   j.#   w.vo,   utilizando  pGW85-AtA6PR2ss  construido   en  Objetivo

Especifico  1  (secci6n 4.I.).

Results of tl`e fr-NN Prediction

k-_9RI3

cO.9  %:   cytoplastic
30.4  #:   nuclear
8.7  #:   mitochondrial

>>  prediction  for  QUERY  is  cyt   (k-23)

Figure 4.21.: Predicci6n de ]a loca[izaci6n subceluLar de AtA6PR2 uti]izando programa PSORT 11

4.2.2.  Determinaci6n  de  ]a  funcionalidad  transcripcional  de  pGW85-AtA6PR2ss

mediante la transformaci6n transitoria de hojas de tabaco

Para   determinar   la   funcionalidad  trauscripcional   de   pGW85-AtA6PR2ss,   se

realiz6  un  primer  ensayo  en  el  cual  se  transform6  transitoriamente  hojas  de  tabaco

(secci6n 3.10.2.2.) con .4.  /#me/c!cj.eus transfomado independientemente con 3 vectores
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distintos:   pGW85   vacio   y   pGW85-AtA6PR2ss   con   el   gen   en   sentido   ®GW85-

AtA6PR2ss-F) y en antisentido ®GW85-AtA6PR2ss-R) (Figure 4.22.).

pGW85

A    --xp+--xpJ',-

8    ,.ng+¥:

C         RBLKani

35S

a'tR.|                         attR2

PGWBS-AtA6PR2ssF

35S

nosT  I +IJB

»asT +            HygT            _  LB

pGWBiLAtA6PR2ssR

.ss_zHe?ylv_      E_"_es_T_+ _ ______Hr8,r _ _~ yy..I.p

Figura 4.22.: Representaci6n esquemdtica de [os vectores utilizados para determinar ]a localizaci6n
subcelular de  AtA6PR2-GFP.  A.  pGW85  vacio,  es  decir sin recombinar con vector de  clonaci6n.  8.
pGW85-AtA6PR2ss-F  con  ,4!A6PR2  insertado  en  sentido  con  respecto  al  promotor  35S.  C.  pGW85-
AtA6PR2ss-R con A!A6PR2 insertado en antisentido con respecto al promotor 35S.

Luego  de   3,5  dias post-transfomaci6n de hojas de tabaco,  se colect6  50 mg del

tejido   transfomado,   y   se   realiz6   rna  extracci6n   de   RNA   total   (secci6n   3.2.2.),

verificando la integridad de los extractos por electroforesis en condiciones denaturantes

(secci6n 3.3.2.).  Posterior a un tratamiento con DNAsa,  se realiz6 la sintesis de CDNA

de cada una de las muestras (secci6n 3.4.) y se verific6 la calidad e integridad de 6stos

mediante la amplificaci6n de un fragmento de JBS por PCR (secci6n 3.5.).

Posterior a la verificaci6n de la calidad e integridad del CDNA sintetizado (Figura

4.23.),  se  utilizaron  estos  para realizar  PCR  de .4f46PJt2sfF-GFP  o j4£46PjzssJ}-Gff

segiin correspondiera (secci6n 3.5.), para determinar si la expresi6n del producto g6nico

de -4t46PJi2 fusionado a GFP se daba en el sentido esperado.
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I    _EiL~!±'.ii|EiEi|D.tLo5l-_  .I+yg',     -LB   pGW85

2    .±.-_Kan'__.i±.n.?iT_I__.HZ!L , _. -xp.  PGWBS-AtA6PR2S9F

3     _xp_I..!Sg¥_+     SS"d9VIV     E±-_.^^_F.yL__.__-_T2    pGW85-AtA6PR2ssR

PM
123

123

Figura  4.23.:  Obtenci6n  y  veriricaci6n  de  la  calidad  de  RNA  total  y  CDNA  a  partil.  de  hojas  de
tabaco   transformadas   transitoriamente.   Sobre   el   gel,   se   encuentran   representados   los   vectores
analizndos  (1,  2,  3).En  la  imagen  izquierda  se  observa  extractos  de  RNA  total  de  hojas  de  tabaco
transformadas  transitoriamente  con   vector  I,  2  y  3.  En  la  inagen  derecha  se  observa  la  electroforesis
realizada  a  los  productos  de  amplificaci6n  por  PCR  de  un  fragmento  de/8Shealizados  a  los  CDNA
sintetizados  a  partir  de  los  extractos  de  RNA.  Se  observan  en  Los  3  carriles  la  amplificaci6n  de  un
fragmento   de   aproximadanente   200   pb,   correspondiente   al   tamafro   esperado   para   CDNA   de/8S,
corroborando la integridad y calidad deL CDNA sintetizado. PM: marcador de peso molecular

Figure 4.24. A demuestra que en hojas de tabaco transfomadas transitoriamente

con pGW85-AtA6PR2ss-F, hay acumulaci6n de transcritos de -4£46PJZ2 fusionado en su

extremo 3' al GFP (carril Fh). En cambio, en Figure 4.24. 8, se demuestra que en hojas

de    tabaco    transfomadas    transitoriarnente    con    pGW85-AtA6PR2ss-R,    no    hay

acumulaci6n de transcritos de .4£46PJt2 fusionado en su extremo 3' al  GFP (caITil Rh),

lo   cual   corrobora   que   efectivamente,   este   constructo   es   un   control   negativo   de

transformaci6n.
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Figura  4.24.:  Determinaci6n  de  la  funcionalidad  transcripcional  de  los  vectores  generados  para
estudiar la localizaci6n subcelular de AtA6PR2-GFP. A. RT-PCR de A!A6PR2ssF-GFP, utilizando los
partidores  (fechas  azules)  en  los  esquemas  de  los  vectores  sobre  el  gel.  Fh:  CDNA  de  hoja  de  tabaco
infiltrada con pGWB5-AtA6PR2ssF;  Fb:  minipreparaci6n de E.  co/!. portando pGW85-AtA6PR2ssF; Vh:
CDNA de hoja de tabaco infiltrada con pGWB5 vacio; Vb:  minipreparaci6n de E.  co/I. portando pGW85
vacio.  C-;  control  negativo  de  PCR  utilizando  agua como templado.  8.  RT-PCR  de  AIA6PR2ssR-GFP,
utilizando los partidores (fechas azules) en los esquemas de  los vectores sobre el gel.  Rh:  CDNA de hoja
de  tabaco   infiltrada  con  pGW85-AtA6PR2ss-R;   Rb:   minipreparaci6n  de  E.   co/i.  portando  pGW85-
AtA6PR2ss-R; Vh:  CDNA de hoja de tabaco infiltrada con pGW85 vacio; Vb: minipreparaci6n de E.  co/i
portando pGW85  vacio.  C-;  control negativo de  PCR utilizando agua como templado.  PM:  marcador de
peso molecular.

4.2.3.  Determinaci6n  de  ]a  localizaci6n  subcelu]ar  de  AtA6PR2-GFP  mediante  [a

transformaci6n transitoria de hojas de tabaco

Luego  de  comprobar  la  funcionalidad  transcripcional  de  pGW85-AtA6PR2ss-F

(secci6n 4.2.2.), se procedi6 nuevanente a transformar transitoriamente hojas de tabaco

(secci6n 3.10.2.2.), con este vector, o con pGW85 vacio y pGW85-AtA6PR2ss-R como

controles negativos. Ademds, se realizaron dos co-transfomaciones con j4.  fwrme/acz.e#s

portando  pGW85-AtA6PR2ss-F  y  .4.  rzlme/c!cj.e#s  portando  un  marcador  citoplasma-

ndcleo  fusiondo  a  RFP  (vector  pK7WGR2.0-DCAlfin2)  o  un  marcador  tonoplasto

fusionado a cherry (vac-rk CD3-975) (secci6n 3.10.2.1.).
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Luego  de  3,5  dias  post-transformaci6n,  se  observ6  el  tejido  bajo  microscopia

confocal, detectando la sefial de GFP y/o RFP o Cherry, segtin el constructo utilizado en

la transformaci6n  (secci6n 3.10.2.3.).  Al  observar las  imagenes de la Figura  4.25.,  se

verifica  que  los  marcadores  de  citoplasma/ndcleo  (Figura  4.25.  I)  y  de  tonoplasto

(Figura  4.25.  N)  se  localizan  en  los  compartimentos  subcelulares  reportados  en  la

literatura   (Simpson,   2015;   Nelson  y   cols.,   2007).   Concordantemente,   los   controles

negativos  de  transformaci6n  utilizados  no  presentan  fluorescencia  ni  al  excitar  GFP,

RFP  o  Cherry  (Figura  4.25.  A,  8,  C,  E,  F  y  G),  confirmando  su  funci6n.  Al  co-

transformar   hojas   de   tabaco   con   pGW85-AtA6PR2ssF   mas   alguno   de   los   dos

marcadores  de compartimentos  subcelulares  y excitar a GFP,  se  observa fluorescencia

en  el  contomo  de  la  c6lula  (sugiriendo  localizaci6n  citoplasmatica)  y  en  el  ndcleo

(Figura 4.25. I y M). Adicionalmente, se observa co-localizaci6n entre la fluorescencia

de  GFP  (AtA6PR-GFP)  y  la  fluorescencia  de  RFP  del  marcador  citoplasma-ndcleo

(Figura  4.25.  K).  Por  lo  tanto,  estos  resultados  sugieren  fuertemente  que  la proteina

AtA6PR2 (fusionada a GFP) se localiza en el citoplasma y en el ndcleo al ser expresada

transitoriamente  en celulas  de hojas  de tabaco,  concordando  con la predicci6n I.# sj./z.co

(secci6n 4.2.1). De esta forma se did cumplimiento al Objetivo Especifico 2.
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•z#I t!j-          Merge Campo Claro

RP_I.xpi!._i      Ssztld9VIV      -_/_._a.I-_        Tyg..          I-I.aE. F. a. H

I. J.  K.  L

M. N. 0. P

no,T.        nvr        _I.}     +   Marcador  c`itoplasma   Nhcleo(RFP)

rojT.        H}r       _u    +   Marcaclorlonoplasto(Cherry)

Figura  4.25.:   Imfgenes  obtenidas  por  microscopfa  confoca]  de  hojas  de  tabaco  transformadas
transitoriamente.  Sobre cada columna de imagenes se describe la fluorescencia observada.  La tabla bajo
las  imagenes  indica  con  qu6  vectores  fueron transformadas  las  hojas representadas  en  cada rna  de  las
imagenes. Verde:  fluorescencia de GFP. Rojo: fluorescencia de RFP o Cherry. Amarillo: sobreposici6n de
Verde y Rojo. Blanco: campo claro. La barra bajo cada imagen representa 50 Hm
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4.3. OBTENCION DE MUTANTES INSERCIONALES HOMOCIGOTAS DE LA

COLECCI0N  SALK  DE .4.  J/!¢/I.aJ!a!  PARA  EL  GEN  QUE  CODIFICA  PARA

AtA6PR2.

Para  determinar  las  caracteristicas  funcionales  de  AtA6PR2,  se  hace  necesario

contar  con  mutantes  de  j4.  /¢cz/I.cz7]c!  para  este  gen.  Para  ello  se  identificaron  3  lineas

insercionales de la colecci6n SALK (secci6n 3.1.1.), rna en ex6n 2 (crfc76pr2-/) y dos en

la 3'UTR (crfcrJpr2-2 y crfc76pr2-i).Sin embargo,  a pesar de que las semillas entregadas

son  de  la tercera  generaci6n  (T3;  http://signal.salk.edu/),  se  hace  necesario  verificar  si

corresponden  a  mutantes  homocigotas,  para  utilizarlas  en  ensayos  posteriores  a  este

seminario  de titulo.  Cabe  destacar que  es  fundamental  obtener mutantes  con inserci6n

del T-DNA en al memos dos ubicaciones distintas dentro del gen, ya que nos permitira

tener lineas con distinto grado de funcionamiento de la proteina en cuesti6n, permitiendo

avanzar en el conocimiento sobre posiciones cloves dentro de AtA6PR2 para su correcto

funcionamiento.

4.3.1.  Genotipificaci6n  de  DNA  gen6mico  a  partir  de  lineas  insercionales  de  la

colecci6n SALK

Una    vez    obtenidas    las    semillas    de    las    lineas     SALK,     se    sembraron

aproximadamente  20  semillas  segdn  se  detalla  en  secci6n  3.1.2.,  en  medio  MS  sin

antibi6tico, ya que se ha reportado que la resistencia a kanamicina que le confrere el T-

DNA  a los  mutantes,  suele  silenciarse  cuando  esta en mas  de  una copia  (O'Malley y

cols.,  2015).  Ademas,   se  sembraron   10  semillas  de  4.   ffro/I.cz7?cz  tipo  silvestre  como

control. Luego de 4 semanas, se colectaron 2 a 3 hojas roseta de cada planta y se extrajo

su DNA gen6mico (secci6n 3.2.1.) para su posterior genotipificaci6n.
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Para  llevar  a  cabo  la  genotipificaci6n,  en  primer  lugar  se  verific6  1a  calidad  e

integridad  de   los   DNA   gendmicos   extraldos,   realizando   PCR  para  anplificar  un

fragmento  de  ocfj.„a  (secci6n  3.5.).  Posteriormente  se  realizaron dos  PCR,  los  cuales,

seg`in el patr6n de bandas obtenidas, indicaran si las plantas analizadas son homocigotas

o  heterocigotas  para  la  inserci6n  del  T-DNA  o  simplemente  no  presentan  inserci6n,

correspondiendo a plantas del tipo  silvestre.  Los  PCR realizados  son los denominados

Gen-Gen,  utilizando  partidores  que  amplifican 4£46PJ22  completo  (desde  el  cod6n de

inicio  al  cod6n de t6rmino  de  la transcripci6n) y  PCR  Gen-LB,  utilizando  uno  de  los

partidores que hibrida con la secuencia de 4£46PJi2 combinado con el partidor LBb3.1

que hibrida con la secuencia del T-DNA (Figure 4.26.).

SALK 050803   SALK051379
qbe6pr..-2          ata6pr2-3

|OopbSALK001358
ata6p'2-1

-:Promoter                   ^ :Sitiode irserci6ndel T-I)NAI.UTR(3'o5').+:Partidor21260.F-CDNA

I :Exones                       -:Partidor 21260-RrcDNA
t= :htrorLes                       =  :ParlidorLBb3.I

Figura  4.26.:  Genotipiricaci6n  de  lfneas  insercionales  de Atl6PJi2  de  la  colecci6n  SALK.  Las  V
azules representan la inserci6n del T-DNA dentro de .4nd6f'R2 en cada linea, acompafiados por su cddigo
SALK y la denominaci6n usada en este  seminario de tfulo.  Barra de escala aproximada de  loo pb.  PCR
Gen-Gen  representado  al  utilizar  los  partidores  21260-F-CDNA  y  21260-R-CDNA  (flechas  rojas).  PCR
Gen-LB    representado    por    partidor    21260-F-CDNA    y    LBb3.I     (flecha    azul)    para    genotipificar
lineasa/a6pr2-2 y a/cI6pr2-j, y partidores LBb3 . I y 21260R para genotipificar la lineanfa6pr2-/. Bajo cada
ex6n se indica eL nucle6tido de inicio y termino de estos.

Seg`in lo expuesto anteriormente, un DNA gen6mico que amplifique un fragmento

s6lo en el PCR Gen-LB corresponded a rna planta homocigota para la inserci6n del T-
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DNA. Si amplifica un fragmento tanto para el PCR Gen-Gen como para el PCR Gen-LB

corresponderi a rna planta heterocigota para la inserci6n del T-DNA y  si por dltimo,

solo  anplifica  un  fragmento  en  el  PCR  Gen-Gen  corresponde  a  una  planta  del  tipo

silvestre (Figura 4.27.).

Figura  4.27.:  Resultados  te6ricos  de  la  genotipirlcaci6n  de  lineas  insercionales  de Atl6PJi2  de  la
colecci6n  SALK  Una  mutante  homocigota  (rojo)  amplifica  un  frogmento  solo  para  el  PCR  Gen-LB,
mientras que una mutante heterocigota (naranja) amplifica fragmentos tanto para el PCR Gen-Gen como
para PCR Gen-LB.  Una planta tipo silvestre (verde,  WT) amplifica un fragmento solo pare el PCR Gen-
Gen.  Los  calTiles  del   I-9  representan  DNAg  extraldo  a  partir  de  plantas  de  la  colecci6n  SALK.  C-
corresponde al control negativo de PCR. PM: marcador de peso molecular

Los resultados obtenidos para la genotipificaci6n de la generaci6n T3 de las lineas

insercionales de .4£46PJt2 (Tabla VII), muestran que se obtuvo una planta homocigota

para la inserci6n del T-DNA en la linea mutante crfcr6pr2-i  y ademds,  se obtuvieron 6

plantas heterocigotas para esta misma linea y 6 para la linea cr/cr6pr2-/. Estas  13  lineas

fueron usadas en los siguientes ensayos. Por el contrario, no se detect6 la presencia del

T-DNA  en  la  genotipificaci6n  de  la  linea  afc!6pr2-2,  a pesar  de  que  todos  los  DNA

gen6micos fueron de buena calidad.
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Se  obtuvieron   semillas   de   las  trece  plantas   (1   homocigota,   12   heterocigota;

columna  "Plantas elegidas",  Tabla VII) y  se  sembraron  10  semillas  de  cada rna para

analizar la siguiente generaci6n (T4) (secci6n 3.I.2.). Luego de 8 semanas, se extrajo el

DNA gen6mico de 2 a 3 hojas roseta de cada planta, se verific6 su calidad amplificando

un fragmento de crcfz.#¢ por PCR (secci6n 3.5.), y se genotipific6.

Tabla  VII:  Resultados  de  la  genotipirlcaci6n  de  la  generaci6n  T3  de  lineas a/a6pJ2-I,  ara6pr2-2 y
a/¢6pJ2-i.  La  calidad de  todos  los  DNA  gen6micos  fue  verificado  (amplificaci6n  de  un  fragmento  de
act;.nc7)  antes  de  realizar  la  genotipificaci6n.  Se  muestra  el  ntlmero  de  plantas  totales  germinadas  y  el
ndmero de plantas homocigotas, heterocigotas y tipo silvestre luego de la genotipificaci6n.  Se identifican
el  ninero  de   las  plantas  homocigotas   (negrita)  y  heterocigotas  elegidas  para  pasar  a   la   siguiente

Los resultados obtenidos para la genotipificaci6n de la generaci6n T4 de las lineas

c!fc!6pr2-/ y afa6pJ'2-3 (Tabla VIII), muestran que se obtuvo 5 1ineas a/c}6pr2-/  con un

100% de las plantas analizadas, homocigotas para la inserci6n del T-DNA (lineas  1.11,

1.12,  1.18,  1.21 y 1.22). Inesperadamente la linea cJ/cr6pr2-i. / no dio como resultado una

descendencia 100% homocigota, lo cual sera discutido en la secci6n 5.3. Para el resto de

las  lineas  afa6pr2-3  tanpoco  se  obtuvo  plantas  homocigotas para  la  inserci6n  del  T-

DNA, por lo que se eligieron ocho plantas heterocigotas para semillar y se sembraron 1 0

semillas de cada rna para analizar la siguiente generaci6n (T5) (secci6n 3.1.2.). Luego

de 8 semanas, se extrajo DNA gen6mico de 2 a 3 hojas roseta de cada planta, se verific6

su   calidad   amplificando   un   fragmento   de   ¢cfj#cr   por   PCR   (secci6n   3.5.),   y   se

genotipific6.
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Tabla VIII: Resultados de la genotipificaci6n de la generaci6n T4 de l[neas a/a6pr2-I y a/¢6pJ2-i. La
calichd de todos  los DNA  gen6micos  fue verificado (amplificaci6n de  un  fragmento  de  act;.#a) antes de
reaLizar   la   genotipificaci6n.   Se   Listan   las   lineas   mutantes   provenientes   de   pLantas   heterocigotas   y
homocigotas (en negrita) en la generaci6n T3.  Se muestra el ndmero de plantas totales germinadas  luego
de   la   siembra   y   el   ndmero   de   plantas   homocigotas,   heterocigotas   y   tipo   silvestre   luego   de   la
genotipificaci6n.   En  el  caso  de  cIJo6pr2-j,  se  identifican el  niinero  de  las  lineas heterocigotas  elegidas

asar a la siguiente eneraci6n (T5

Linea
mutante

N9 total de
plantas

N9 de p]antas
homocigotas

N9 de p]antas
heterocigotas

NQ de plantas
silvestres

Plantas
elegidas
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Con   respecto   a   las   caracten'sticas   fenotipicas   macrosc6picas   de   las   plantas

homocigotas para la inserci6n del T-DNA, comparadas con las de plantas silvestres,  se

observa  cualitativamente  que  plantas  mutantes  homocigotas  de  las   lineas  czfc76pr2-

/muestran  una  mayor  variabilidad  de  fenotipos,  incluso  mostrando  plantas  con  un

retraso  en  la  floraci6n  (Figure  4.28.  8).  Por el  contrario,  plantas  homocigotas  de  las

lineas  cr/cr6pr2-3  no muestran diferencias aparentes  en fenotipo  con respecto  a plantas

silvestres de la misma edad (Figura 4.28. C).

Plantas silvestres
Plantas homocigotas linea              Planta homocigota

ata6pr2-I.12

i_--:-:::_=±:--_.EH

l{nea,ata6pr2-3.3.2

4cm

Figura 4.28.: Comparaci6n feDotipica entre plantas silvestres y plantas homocigotas obtenidas para

]as [ineas mutantes a/zz6p/2-J.J2 y a/86pr2-3.3.2. A.Planta silvestres 8. PLantas de la linea homocigota

a/a6pr2-/. /2. C. Planta homocigota de la linea a/a6pr2-j.3.2. Todas las plantas poseen  10 semanas de

edad.

Finalmente, los resultados obtenidos verifican la obtenci6n de plantas homocigotas

para la inserci6n del T-DNA para las lineas mutantes drc}6pr2-/(Tabla VIII) y c}fcr6pr2-

j (Tabla IX) cumpliendo cabalmente con el Objetivo Especifico 3.
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5. DISCUSION

El    desarrollo    de    este   seminario    de   titulo   permiti6    obtener   una   primera

aproximaci6n  en  la  caracterizaci6n  de  AtA6PR2,  dando  los  primeros  pasos  para  el

descubrimiento   del   rol   de   esta   posible   aldosa-6-fosfato   reductasa   en  4.   /fecr/I.cr#o.

Mediante la utilizaci6n de t6cnicas de biologia molecular fue posible la expresi6n !.# vz.1;o

de   AtA6PR2-GFP   en   hojas   de   IV.   fcJbczcz/",   lo   cual   permiti6   determinar   que   la

localizaci6n  subcelular  de  esta protefna  es  nuclear y  citos61ica,  en  el  tejido  estudiado,

corroborando  lo predicho por analisis  j7z s'z./I.co.  Ademas,  se  obtuvieron y  se verificaron

molecularmente semillas provenientes de dos lineas de plantas ofcr6pr2- homocigotas de

la colecci6n SALK, mediante la genotipiflcaci6n de las generaciones T3, T4 e incluso,

en algunos casos, T5.

La investigaci6n inici6 teniendo como antecedente previo que existen dos ORF en

.4.   /¢cr/j.o#o   que   poseen   sobre   un   65%   de   identidad   aminoacidica   con   A6PRs   de

jzoscrcecze,  lo  cual  es interesante  considerando  que .4.  /focr/!.cr#o es rna Brassz.ccrcecre que

transloca  sacarosa  como  principal  producto  de  la  fotosintesis.  Ademas,  es  una planta

tolerante  a  esties  por  frio  (Jarillo  y  cols.,  1993)  y  se  ha  sugerido  que  la  presencia  de

enzimas claves del metabolismo de polioles, como sorbitol, en plantas que no sintetizan

estas  mol6culas  como  producto  principal  de  la  fotosintesis,  les  conferiria  tolerancia  a

estr6s   de  tipo   abi6tico   a   6stas   (Ahmad   y   cols,   1979).   Por  lo   que   deterlninar  las

caracteristicas  de  AtA6PRl  y  AtA6PR2  es  de  gran  utilidad  para  entender  el  rol  que

cumplen estas proteinas en plantas de familias no-P/cz#/crgz.#crceas' o no-jzos'c}cecze.
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En un estudio  anterior,  se caracteriz6 parcialmente  AtA6PR1,  deteminando  que

esta proteina es citos6lica (Zamudio, 2010). Ademas, se realizaron ensayos enzimaticos,

determinando  que  AtA6PRl  es  capaz  de  reducir NADP+  en  presencia  de  sorbitol  6-

fosfato,  con  aproximadamente  la mitad de  la actividad  determinada para MdA6PR de

manzana (Zamudio, 2010 y 2014).  Sin embargo, de AtA6PR2 que comparte un 72% de

identidad  aminoacidica  con AtA6PR1,  no  se  tienen mayor  antecedentes,  salvo  que  se

expresa diferencialmente  en los  distintos  tejidos  de -4.  ffocz/z.cr#cz  (Figura  I.3.)  y  que  su

expresi6n relativa  es  entre  10-10.000  veces  menor  en  cada  uno  de  estos  tejidos  a  la

expresi6n  de j4£46PJZJ  (Francisca  Diaz,  datos  no  publicados;  Zamudio,  2010).  Es  por

ello,  que para  avanzar  en  el  conocimiento  de  estas  proteinas,  se  hace  fundamental  la

caracterizaci6n de AtA6PR2.

5.1.  Clonaci6n  del  CDNA  de 4rd6Pj[2 y  generaci6n  de vectores  de  expresi6n  que

posean .4id6Pjz2 fusionado a tags en su extremo N-y C-terminal.

Como  primera aproximaci6n a esta  caracterizaci6n,  se  deterinin6  1a localizaci6n

subcelular   de   AtA6PR2.   Para   ello,   en   primer   lugar,   se   aniplific6   la   secuencia

nucleotidica de esta proteina a partir de CDNA sintetizado desde RNA de silicuas de .4.

Jfrcr/I.cr#a.  Luego  de  clonar  AtA6PR2  con  (AtA6PR2cs)  y  sin  (AtA6PR2ss)  cod6n  de

termino   de   la   traducci6n   en   pCR8,   las   digestiones   enzimaticas   de   las   colonias

transformadas con vector pCR8-AtA6PR2cs y pCR8-AtA6PR2ss, indicaron la obtenci6n

de  transformantes  con  el  gen en  sentido  (F)  y antisentido  (R)  con respecto  a  los  sitios

crf/Ll   y  czf/L2  del  vector  pCR8,  para  ambos  constructos  (Figura  4.6.  A  y  8).  Los

vectores obtenidos que contienen el gen .4£46f'JZ2 en antisentido sirven como perfectos
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controles negativo en ensayos posteriores, ya que s6lo se diferencian en la imposibilidad

de trascribir el gen j4£46PR2de forma completa o correcta con respecto a los que poseen

el  gen  en  sentido.  La  secuenciaci6n  dio  como  resultado  rna  colonia  con  100%  de

identidad  nucleotidica   con  base   de   datos   TAIR  para  AtA6PR2csF,   AtA6PR2csR,

AtA6PR2ssF y AtA6PR2ssR (Tablas V y VI).

Al realizar digestiones enzimaticas de las colonias putativas transformadas con las

recombinaciones entre los vectores pCR8-AtA6PR2cs (F y R) y pCR8-AtA6PR2ss (F y

R)  con  los  vectores  de  expresi6n  pMDC43  y  pMDC85  respectivamente,  no  se  logr6

obtener el patr6n de bandas esperados. pMDC43 y pMDC85 pertenecen a la misma serie

de vectores  (Curtis y Grossniklaus,  2003), agregando  GFP  en el N- y C-terminal de la

proteina   de   inter6s,   respectivamente.   Las   recombinaciones   fueron   repetidas   en   4

oportunidades, modificando la cantidad de vector de entrada y de destino, el tiempo de

incubaci6n y la temperatura de incubaci6n (datos no mostrados), pero el resultado de la

digesti6n enzimatica siempre fue negativo. Estos resultados sugieren fuertemente que los

vectores   de   expresi6n   utilizados   para   la   recombinaci6n,   no   correspondian   a   los

esperados,  lo  cual  se podria deber a un error en la rotulaci6n de  6stos  al momento  de

almacenarlos.  Para  corroborar  esto,  se  realiz6  PCR  con  partidores  que  hibridan  con

zonas   que   flanquean   la   inserci6n   de   .4£46PJZ2   en   los   vectores   correspondientes,

obteniendo  una serie de bandas no  coincidentes  con la esperada (datos no mostrados),

reafirmando    la    posibilidad    de    rotulaci6n    err6nea    y,    por    tanto,    descartando

definitivamente la utilizaci6n de estos vectores en este seminario de titulo.
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Dado que no fue posible clonar .4/46PJi2 en los vectores de expresi6n tipo PMDC,

y en la ausencia de otra serie de vectores disponible para fusionar tag GFP en el extremo

N-  y  C-terminal  de  AtA6PR2,  se  eligi6 pGW85  y pEarleyGate  202.  Ambos  vectores

binarios comparten el mismo promotor (35S), pGW85 fusiona un tag GFP en el extremo

C-terminal  de  la  proteina,  y  pEarlyGate202  fusiona  un  tag  FLAG  en  el  N-terminal,

permitiendo posteriormente realizar ensayos de Western blot para detectar la proteina de

inter6s.

Se  obtuvo  E.  co/z.  y  4.  f2/"c/crcJ.e#s  transformado  con  vectores  pEarlyGate202-

AtA6PR2cs  (F  y  R)  y  pGW85-AtA6PR2ss  (F  y  R),  lo  cual  fue  corroborado  por

digestiones  enzimaticas y PCR.  Para este seminario  de titulo,  se generaron los vectores

pEarlyGate202-AtA6PR2cs (F y R) como rna herramienta para ser utilizados en ensayos

futuros,  ya sea para corroborar los resultados  obtenidos con pGW85-AtA6PR2ssF y/o

en ensayos que permitan seguir con la caracterizaci6n de AtA6PR2, por ejemplo  en la

complementaci6n estable de las lineas czfc}fpr2-.

5.2.  Determinaci6n  de  la  localizaci6n  subcelular  de  AtA6PR2-GFP,  mediante  la

transformaci6n transitoria de hojas de tabaco

Al realizar la transformaci6n transitoria de hojas de tabaco con vectores pGW85-

AtA6PR2ssF,   pGW85-AtA6PR2ssR   y   pGW85   vacio,   y   realizar   RT-PCR   para

corroborar la expresi6n de 4£46PJ22-GFP en extractos  de  RNA total  a partir de  estas

hojas, se observ6 que 4t46PJ22ss:F-GFP se expresa tal como se esperaba, ya que el gen

4/46PJt2 en este constructo hibrida de forma perfecta con los partidores generados para

reconocer esta secuencia al estar en sentido con el promotor 35S. Por el contrario, no se
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observ6    expresi6n    de    4£46f'Ji2s.SJZ-GFf'    en    hojas    de    tabaco    transformadas

transitoriamente, lo cual se esperaba debido a que el gen 4/46PR2 en este constructo se

encuentra  en  antisentido   con  respecto   al  promotor  35S,  por  lo  que  los  partidores

utilizados no reconocen la secuencia transcrita, en el caso de existir, asegurando que si

ocurriera traducci6n,  la  secuencia  obtenida no  corresponderfa  a  la proteina AtA6PR2

(Figura  4.24.).  Esto  ultimo  tambien  sucedi6  para  hojas  transformadas  con  el  vector

pGW85 vacio, donde aebido a la ausencia del gen -4£46PJZ2, no se observ6 expresi6n de

este.   Estos  resultados   determinaron  que  el  vector  construido  pGW85-AtA6PR2ssF

deberia  permitir  la  expresi6n  de  AtA6PR2-GFP  en  hojas  de  tabaco  transformadas

transitoriamente  y  que  los  vectores pGW85-AtAPR2ssR y pGW85  vacio,  pueden  ser

utilizados  como  controles negativos  de transformaci6n,  ya que no  expresan j4£46PJt2-

GFP.

Para  determinar  la  localizaci6n  subcelular  de  AtA6PR2-GFP,  se  transfomaron

hojas  nuevamente  con los mismos  vectores mencionados  anteriormente,  solo  que  esta

vez se realizaron dos co-infiltraciones: pGW85-AtA6PR2ssF mss marcador citoplasma-

nticleo   y   pGW85-AtA6PR2ssF   mss   marcador   de   tonoplasto   (Figura   4.25.).   Por

microscopia confocal, se observ6 que AtA6PR2-GFP colocalizaba estrechamente con el

marcador  citoplasma-ndcleo,  sugiriendo  fuertemente  que  la  localizaci6n  subcelular  de

AtA6PR2  serfa  nuclear  y  citoplasmatica,  corroborando  lo  predicho  por  el  prograna

PSORT 11 (Figura 4.21.).

Siguiendo  lo  predicho  por  el  programa  PSORT  11,  al  utilizar  el  marcador  de

tonoplasto  (membrana  de  la vacuola),  se  esperaba  que  la  fluorescencia  de  AtA6PR2-
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GFP  se  localizaba  en  la  periferia  de  las  c6lulas  transformadas  con  este  constructo

(citoplasma) y que la fluorescencia del marcador de tonoplasto se localizara adyacente a

5ste  (hacia el interior de la c5lula), demostrando la ubicaci6n subcelular citoplasmatica

de AtA6PR2. Sin embargo, este patron no fue obtenido de forma tan clara y evidente, lo

cual  se puede  deber  a que  la separaci6n  espacial  entre  citoplasma y tonoplasto,  en la

celula, el microscopio no es capaz de distinguirla, sobrelapindose las fluorescencias de

ambos  fluor6foros  utilizados  (GFP  y  Cherry).  Para  lograr rna mejor  definici6n  de  la

fluorescencia,   se   podria   tratar   la   hoja   transformada   poniendola   en   rna   soluci6n

hipert6nica antes de ser observada al microscopio, lo cual produciria una reducci6n del

tanafio  vacuolar,  permitiendo  una  mayor  separaci6n  espacial  entre  el  citosol  y  el

tonoplasto.

Segtin  los  resultados  obtenidos,  1a  localizaci6n  subcelular  de  AtA6PR2-GFP  es

citoplasmatica  y  nuclear  en  c6lulas   de  hojas   de  tabaco.   Si  bien  en  otras   especies

vegetales aiin no se ha reportado la localizaci6n de proteinas A6PRs en el ndcleo, si hay

evidencia  de  localizaci6n  de  estas  proteinas   en  otros   organelos,   como   cloroplastos

(Yamaki,   1981;   Liang  y   cols,   2012),  por  lo   que   debemos   seguir  trabajando   para

determinar  por  qu6  y  qu6  rol,  cunple  AtA6PR2  en  el  ndcleo  y  por  qu6  no  solo  se

localiza  en  el  citoplasma,  donde  ocurre  normalmente  la  sintesis  de  sorbitol,  lo  cual

podria  deberse  a  un  mecanismo  de  regulaci6n  de  esta  proteina  bajo  algiin  estinulo

determinado.  Otra  opci6n poco  probable,  es  que  esta localizaci6n  sea producto  de  un

artefacto  del  constructo,  lo  cual  podria  ser  verificado  midiendo  el  peso  molecular  de

ATA6PR2-GFP  por  Western  blot  contra  GFP   en  un  extracto   de  proteinas  totales
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provenientes    de    hojas    de    tabaco    transformadas    transitoriamente    con   pGW85-

AtA6PR2ssF (vcr mas detalles en proyecciones secci6n 6).

5.3.  Obtenci6n de mutantes insercionales homocigotas de la colecci6n SALK de A.

J/iar/I.¢Har para el gen que codifica para AtA6PR2.

Al genotipificar la generaci6n T3  de las tres lineas mutantes cz/cr6pr2- entregadas

por el  Laboratorio  de  Analisis  Gen6mico  del  Instituto  SALK,  se  obtuvo  para la linea

cz/cz6pr2-j  un 64% de plantas con genotipo  silvestre y 36%  con genotipo heterocigoto,

para  la  linea  a/crcpr2-2  no  se  pudo  genotipificar  las  plantas,  ya  que  los  PCR  no

amplificaban ninguna banda, a pesar que la calidad de los DNAg a partir de ellas habia

sido  corroborada,  y  para  la  linea  cz/cr6pr2-i  53%  de  las  plantas  presentaron  genotipo

silvestre,  40%  genotipo  heterocigoto  y  7%  genotipo  homocigoto.  Estos  resultados,

demuestran  que  siempre  es  necesario  genotipificar las  lineas  mutantes  recibidas  de  la

colecci6n SALK, a pesar de que las semillas entregadas provengan de la generaci6n T3,

la cual  en teorfa deberian  ser homocigotas  para  la inserci6n del  T-DNA  (O'Malley y

cols., 2015). Es fundamental obtener plantas homocigotas para la mutaci6n, ya que con

ellas sera posible posteriormente realizar ensayos de funcionalidad del gen bajo estudio.

Para la linea c7fcr6pr2-I,  se  eligieron las  6 plantas  con genotipo  heterocigoto para

pasar  a  la  siguiente  generaci6n  y  nuevamente  genotipificar.  De  las  6  lineas  de  la

generaci6n T4,  5  pudieron ser genotipiflcadas  y en todas  ellas  el  100%  de las plantas

presentaban  genotipo  homocigoto.  Normalmente,  se  espera  que  en  la  generaci6n  T2

ocurra rna segregaci6n  de tipo  mendeliana  de  la inserci6n  del  T-DNA,  es  decir,1 :2:1

(homocigoto:heterocigoto:silvestre);  debido  a esto  se  esperaba en  la generaci6n T3  ver
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algo  de  distorsi6n  de  esta  relaci6n  con  un  aumento  en  el  porcentaje  de  plantas  con

genotipo  silvestre  y homocigoto,  y un agotamiento  de los heterocigotos,  lo  cual  se va

evidenciando  cada vez  mas  a medida que  se  avanza en  las  generaciones  (O'Malley y

cols.,   2015).   Sin   embargo,   1a   obtenci6n   del    100%   de   las   plantas   con   genotipo

homocigoto,   no   es   una   proporci6n   esperada,   sugiriendo   que   posiblemente   hayan

ocurrido  falsos  positivos  durante  la  genotipificaci6n,   debido  a  un  error  durante  la

realizaci6n de los PCRs, lo cual es poco probable ya que estos se repitieron dos veces,

obteniendo   los   mismos   resultados.   Dentro   de   estas   lineas   100%   homocigotas,   se

observaron  fenotipos  cualitativos  muy  distintos  comparados  con  los  observados  en

plantas silvestres (Figura 4.28.), sobre todo en el tiempo de floraci6n y el tamafio de las

plantas, por lo  que  se  colect6  semillas  de  al memos 2 plantas por linea,  eligiendo  a las

que diferfan mayormente en fenotipo, para su an5lisis en futuros ensayos.

Para la linea crfo6pr2-3, se eligi6 1a tinica planta T3 homocigota obtehida (ofcr6pr2-

3.j)   y   las   6   plantas   heterocigotas   para   pasar   a   la   siguiente   generaci6n   (T4).

Inesperadamente, las plantas T4 provehientes de la planta homocigota no fueron  100°/o

homocigota  y  por  el  contrario,   dieron  rna  descendencia   100%   genotipo   silvestre,

sugiriendo fuertemente, que la planta czfczdpr2-3. jpodrfa corresponder a un falso positivo

en la genotipificaci6n.  Por otro  lado,  la descendencia de 4  de las  6 lfneas heterocigotas

T3  dieron  como  resultado,  en  la  generaci6n  T4,  plantas  con  genotipo  heterocigoto  y

silvestre para la inserci6n del T-DNA, eligiendo 2 plantas T4 heterocigotas de cada una

de las cuatro lineas, para pasar a la siguiente generaci6n (T5). De las 8 l{neas resultantes

para  la  generaci6n  T5,   solo  2  plantas  provenientes  de  dos  lineas  distintas,   dieron
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genotipo  homocigoto,  las  cuales no  presentaron un fenotipo  diferente  al  observado  en

plantas silvestres.

Estos  dltimos  resultados,  sumados  a  la  imposibilidad  de  genotipificar  la  linea

mutante   crfcz6pr2-2,   sugieren   fuertemente   que   al   genotipificar   la   linea   cz/czfpr2-3,

simultineanente se estaba genotipificando  la linea cJ/cJ6pr2-2, es decir, que el stock de

semillas entregadas a partir de la colecci6n SALK para cr/ocpr2-j era una mezcla entre

mutantes cz/crfpr2-2 y cr/c!6pr2-i. Esto es factible considerando que la secuenciaci6n de

estas  mutantes  posee  un  12,6%  de  error  en  la  identificaci6n  del  lugar  correcto  de  la

inserci6n del T-DNA y que ademas, existe un margen de error de 300 pb de bases de la

posici6n real del  T-DNA  (O'Malley y  cols.,  2015).  Esta posibilidad  explicaria por  qu6

fue necesario llegar a la generaci6n T5 en la genotipificaci6n de esta linea mutante y por

qu6 solo se obtuvieron 2 plantas homocigotas para la inserci6n del T-DNA, de un total

de 72 plantas. Esta predicci6n podria ser corroborada en un futuro, por secuenciaci6n de

los fi.agmentos anplificados durante la genotipificaci6n de estas plantas.
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6. CONCLUSI0NES

Seg`in los resultados obtenidos en este seminario de tfulo, se puede concluir que:

1.  Se  clon6 j4£46PJ22  en vectores  de  expresi6n que  fusionaban distintos tag  a los

extremos  N-  y  C-terminal  de  la  protefna,  generindose  los  vectores  pEarlyGate202-

AIA6PR2cs (F y R) y pGW85-AtA6PR2ss (F y R).

2.  Se determin6 la localizaci6n subcelular de AtA6PR2-GFP en c6lulas  de hojas

de  tabaco  transformadas  transitorianente  con  el  vector  pGW85-AtA6PR2ss,  la  cual

corresponde  a  citoplasmatica  y  nuclear,  corroborando  lo  predicho  por  el  programa

PSORT 11.

3.  Se  genotipificaron  3  lineas  mutantes  cz/cr6pr2-,  obteniendo  para  dos  de  ellas

plantas  con  genotipo  homocigoto  para  la  inserci6n  del  T-DNA  en  dos  posiciones

distintas del gen (ex6n 2 y UTR 3'en lineas 2.1  y 2.3, respectivamente).

Por lo tanto, ha sido cumplido el objetivo general y por ende, todos los objetivos

especificos de esta investigaci6n.
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7. PROYECCIONES

Si  bien  en  este  trabajo  se  determin6  por  microscopia  confocal  la  localizaci6n

subcelular de AtA6PR2-GFP en hojas de tabaco, este resultado puede ser corroborado en

futuros  ensayos  de fraccionaniento  subcelular y  Western blot,  utilizando  los  vectores

pEarlyGate202-AtA6PR2cs    (F    y    R)    generados    en    este    seminario    de    titulo.

Conjuntamente,  se podria realizar un  Western 'blot  utilizando  anticuexpo  ci-GFP,  a un

extracto de proteinas proveniente de hojas de tabaco transformadas transitoriamente con

pGW85-AtA6PR2ssF, para determinar si la proteina AtA6PR2 se esta expresando en un

100%  fusionada  a  GFP,  o  si  existe  un porcentaje  en  el  cual  se  esta  expresando  GFP

separado  de AtA6PR2,  1o  cual  daria respuesta a la localizaci6n nuclear observada por

microscopia,  ya  que  debido  a  su  pequefio  tamafio,  GFP  puede  entrar  en  los  poros

nucleares, por lo  que  GFP  no  fusionado  a otros polip6ptidos  se  encuentra tanto  en  el

citoplasma  y  el  nticleo   en  las  c6lulas  vegetales,   animales  y  de  levaduras  (Hansom

yK6hler,2001). Ademds,  seria interesante en el futuro, transformar de forma estable 4

f¢c7/z.cz72cr  con  un  constructo   que  tuviera  el  promotor  propio   de  .4£46PJt2  y  el   gen

AtA6PR2  fusionado  a  GFP,  para  asi  determinar  si  la  localizaci6n  de  AtA6PR2-GFP

observada en hojas de trabajo corresponde efectivamente a la que ocupa en .4.  ffocz/z.#J?cz,

o  este  resultado   corresponde  a  un  efecto  del  tejido  utilizado.   Esto  tiltimo  ha  sido

reportado en un ntimero muy reducido de investigaciones, en las cuales se ha observado

la  localizaci6n  incorrecta  o   incompleta  de  proteinas   fusionadas   a  tags   expresadas

heter61ogamente en otra especie (Kimura y cols.,1993).

Finalmente,   sera   de   gran   utilidad,   en   el   futuro,   mandar   a   secuenciar      los

fragmentos  obtenidos  en  las    plantas  genotipificadas  y  calificadas  como  homocigotas
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para la inserci6n, para asi corroborar la posici6n exacta del T-DNA en ellas, permitiendo

generar una fuente de informaci6n que servird para comprender la importancia del sector

de  la  secuencia  de  AtA6PR2  que  esta  siendo  interrunpi¢a  por  el  T-DNA,  en  el

funcionamiento  de  la proteina,  cuando  se realicen  ensayos  de  funcionalidad.  Ademas,

para   complementar   esta   informaci6n,   se   hace   necesario   realizar   RT-qpcR   para

determinar los niveles de transcrito de 4/46f'R/ y j4/46PJZ2 en estas lineas homocigotas,

para luego someter las plantas a distintas condiciones de estres abi6tico y comparar estos

perfiles de expresi6n.

Todos  estos  ensayos  propuestos,  permitirin  avanzar  en  la  caracterizaci6n  de

AtA6PR2  en 4.  ffecz/z.c7#cz, como un modelo para comprender el rol de A6PRs en plantas

de families rLo-Rosaceae y no-Plantaginaceae.
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9. ANEXO
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Figura 9.I.:  Expresi6n relativa de Affl6PJ[2 (At2921260) en  los distintos tejidos de A.  Itia/;.aha tipo

silvestre.  Expresi6n gchica relativa al promedio de expresi6n en rosetas,  correspondiente al menor valor

deexpresidnobtenido.Seutiliz6comohousekeepinggen26410.DatosdeFranciscaDfaz.


