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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron los miembros de la familia génica Asr de

tomate (Asr1, Asr2 y Asr3).

Por métodos computacionales se compararon las secuencias aminoacídicas

de las proteinas codificadas y se realizó una búsqueda de proteinas homólogas que

reveló la existencia de moléculas proteicas conservadas que se acumulan en

situaciones de variados tipos de estrés y/o en fruto. La comparación de todas estas

proteínas "tipo ASR", provenientes de muy distintas especies, mostró que la

homología se encuentra concentrada en dos dominios particulares. Además. todas

comparten caracteristicas estructurales como la alta hidrofilicidad,alta carga, sitios

conservados de miristoilacióny dos regiones hidrofóbicas.

Por otro lado, se evaluó la expresión de cada uno de los miembros

conocidos de esta familia génica en tomate (L. escu/entum), determinándose que

poseen un nivel de expresión variable en condiciones basales en los órganos

analizados y que se inducen diferencialmente en respuesta al estrés hídrico. ai

daño, al frio y durante la maduración del fruto.

Se observó que la expresión basal de Asr1 y Asr2 en hoja se limita

especificamente a células acompañantes del floema. En condiciones de falta de

agua, la expresión en hoja y en raíz se visualiza también en las células

parenquimáticas adyacentes.

Se muestran evidencias de que ASR forma agregados in vitro (dímeros y

trímeros).

Finalmente, ensayos preliminares de expresión en sistemas heteróiogos

demuestran que ASR1 provoca un aumento de la viabilidad de levaduras sometidas
a estrés salino.



ABSTRACT

This work reports the study of the members of the tomato Asr gene family

(Asr1, Asr2 and Asr3).

Using computational methods, the amino acidic sequences were compared.

A search of homologous proteins reveled the presence of conserved molecules that

accumulate ¡n responses to various types of stress and/or ¡n fruit. Comparison of aII

these ASR-like proteins from different plant species showed that homology is

concentrated at two particular domains. Besides, all of them share structural

features like high hydrophilicity, high charge, a conserved myristoylation signal and

two hydrophobic zones.

ln addition, the expression of each known member of the Asr family ¡n tomato

(L. esculentum) were evaluated. The results showed variable basal expression level

in all the analyzed organs and differential induction in response to water stress,

wounding, cold and during fruit ripening.

In leaves, Asr1 and Asr2 basal expression was restricted to the companion

phloem cells. Under water deficit conditions, this expression was also visualized in

leaf and root parenchyma adjacent cells.

Evidences that ASR form aggregates in vitro(dimers and trimers) are shown.

Finally, preliminar assays in heterologous expression systems showed that

ASR1 causes an increment in viabilityof yeast subjeted to salt stressed.



Parte de los resultados presentados en esta tesis fueron publicados en el siguiente
artículo:

- Maskin L.. Gudesblat G.E., Moreno J.E., Carrari F.O.. Frankel N., Sambade A.,

Rossi M.M. y Iusem N.D. (2001). Differential expression of the members of Asr

gene family in tomato (Lycopersicon escu/entum). Plant Sci. 161, 739-746.



ABREVIATU RAS

3': río abajo.

5': río arriba.

ABA: ácido abscísico (hormona vegetal).

ADN: ácido desoxiribonucleico.

APS: amonio persulfato.

ARN: ácido ribonucleico.

ARNm: ácido ribonucleico mensajero.

ARNr: ácido ribonucleico ribosomal.

BCIP/NBT: nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-cloro-3-indolyl-fosfato.

BPB: azul de bromofenol.

BrEt: bromuro de etidio.

EDTA2ácido etilendínitrilo tetracético.

kDa: kilodalton.

mAmp: miliampers.

PBS: buffer salino fosfato.

rpm: revoluciones por minuto.

RT-PCR: transcripción reversa-rección en cadena de Ia polimerasa.

SDS: sodio dodecil sulfato.

SDS-PAGE: gel de policrilamida con SDS.

TEMED: N. N, N', N'- tetrametiletilendiamina.

TBS: buffer salino tris.

V: volts.



INTRODUCCION



Si un mamífero es enfrentado a una situación de estrés (una

emergencia) secreta adrenalina, la hormona que lo preparará para la

movilización de grandes cantidades de energía y que le permitirá reaccionar

escapando o quedándose a pelear. Pero, ¿qué hace una planta en esa

situación? Ciertamente no puede escapar. Las plantas no tienen otra opción

que hacer frente al estrés y lo hacen modificando su comportamiento en todos

los niveles, esperando que el motivode estrés se vaya o, intentando adaptarse
a esta nueva situación.

¿Porqué estudiar el estrés en las plantas?

A medida que Ia población mundial crece, la agricultura debe alimentar a

un mayor número de personas y simultáneamente competir con los centros

urbanos en desarrollo por las tierras arables. Este incremento en la demanda

ha incentivado intereses científicos y comerciales, que en los últimos tiempos

han puesto energías en intentar dilucidar los mecanismos por los cuales las

plantas responden al estrés y en manipular estos mecanismos para aumentar

la productividad de los cultivos en ambientes cuyas condiciones son

subóptimas.

Cuando las cosechas récord son comparadas con las cosechas

promedio, el impacto del ambiente en Ia productividad resulta evidente. Si

asumimos que la cosecha récord representa el crecimiento de las plantas bajo

condiciones ideales, entonces las pérdidas asociadas a estrés bióticoy abiótico

pueden reducir la productividad promedio en un 65%-87%, dependiendo del

cultivo (Tabla1).

En este contexto, la aplicación de técnicas biotecnológicas y de

mejoramiento clásico podrían proporcionar las herramientas para el desarrollo

de plantas con tolerancia al estrés, cuyo objetivo principal apuntaría al aumento

de las tierras disponibles para ser utilizadas como fuente de alimento, y que
redundaría en un beneficio económico considerable a las economías

regionales.



Tabla 1: Cosecha promedio y cosecha récord de cultivos más importantes

(kg/ha)

por

(kg/ha) promedio bióticos abióticos abióticos

(kg/ha) (% de cosecha

record)

azúcar

El objetivo general del presente trabajo es realizar un aporte al complejo

estudio de Ia respuesta de las plantas al estrés, mediante el análisis del

comportamiento de una familiade genes de tomate llamada Asr.

El tomate, nuestra planta modelo.

Las variedades de tomate comercial son incluidas dentro de la especie

Lycopersícon escu/entum. El lugar original de su domesticación es incierto

aunque las evidencias sugieren que fue en México. Debido a su valor como

cultivo, Lycopersícon esculentum ha sido diseminado por todo el mundo.

Actualmente, el cultivo de tomate tiene una gran importancia tanto en Ia

producción a campo como en invernáculo.

El fruto de tomate procesado para salsas es el sector de mayor

crecimiento de la industria vegetal. Desde el punto de vista nutricional, el

tomate contribuye ampliamente a cubrir nuestros requerimientos de vitaminas y

minerales -particu|armente vitamina C, provitamina A y potasio- (Bittenbender

y Kelly,1988) debido a su alto consumo per cápita. Además aporta licopeno, un

Introducción
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potente antioxidante asociado con Ia resistencia a varias formas de cáncer

humano (Caperle et al., 1996).

Asimismo, la planta de tomate es un modelo comúnmente utilizado para

estudios fisiológicos y moleculares debido a su diversidad de germoplasma y ,

principalmente, a su disponibilidad en cuanto a herramientas moleculares

(TIGR Tomato Gene Index, http/l:www.tígr.org/tdb/Igi) y a su transformación

eficiente. En este contexto han sido muy útiles un gran número de mutantes

para investigación y mejoramiento (Giovannoni, 2001).

El fruto de tomate

A nivel productivo, la maduración del fruto es un tema muy importante ya

que implica un problema durante su comercialización y almacenamiento. Es por

ello que el tomate es el cultivo modelo en el estudio de Ia fisiología molecular

de la maduración. Cuando un fruto madura, su actividad enzimática se modifica

en toda la célula debido a cambios en la expresión génica. Color, aroma y

textura se alteran, asi como también la susceptibilidad del fruto a patógenos

oportunistas.

La transición de cloroplastos a cromoplastos. proceso durante el cual se

degrada la clorofila y se acumulan carotenoides, es la causa del cambio de

color del fruto; el ablandamiento es consecuencia de la actividad de enzimas

que degradan la pared celular disminuyendo la rigidez del fruto. También se

alteran durante Ia maduración los niveles de azúcares, ácidos y compuestos

volátiles, produciendo el aroma y sabor del fruto maduro. En frutos climatéricos,

como es el caso del tomate, la banana y la manzana, la maduración se inicia

por un aumento de Ia concentración del etileno, sintetizado a partir de S

adenosil metionina vía ACC (ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilato)

sintetasa y ACC oxidasa. Se ha comprobado que el etileno actúa a nivel

transcripcional, induciendo y reprimiendo la expresión de genes involucrados

en el proceso de maduración (Gray et al., 1994). Por ejemplo, la

poligalacturonidasa (PG), proteína que degrada la pectina de la pared celular,

es inducida por etileno aumentando 100 veces durante la maduración

(DelIaPenna et al., 1986). Smith et al., en 1990 desarrollaron tomates



transgénicos expresando el gen de la PG de forma antisentido. Tenían una

consistencia levemente diferente respecto a los tomates salvajes (Grierson y

Schuch, 1993), mostrando además algunas características comercialmente

valiosas como consecuencia de la alteración en el metabolismo de la pectina

debido a los bajos niveles de PG (Schuch et al., 1991). Estos frutos fueron más

resistentes al daño mecánico, lo cual permitió su cosecha en un estado más

avanzado de maduración. resultanto en un fruto más sabroso y por otro lado,

los extractos tenían mayor viscosidad y mayor contenido de solutos solubles

(estos tomates fueron comercializados por Calgene. USA).

El estrés en las plantas

A través de todo el planeta. las plantas habitan un amplio rango de
ambientes con diversas combinaciones de condiciones abióticas e

interacciones bióticas. Existen plantas que crecen en ambientes con

temperaturas que alcanzan los -35°C en la Antártida o en zonas que

sobrepasan los 55°C, como en el Valle de la Muerte (USA), como también en

lugares donde la irradiación alcanza picos máximos o en sitios donde la
oscuridad es total.

Los procesos evolutivos han esculpido a las plantas con combinaciones

elaboradas de rasgos morfológicos, anatómicos, fisiológicos y de

comportamiento, manteniendo poblaciones exitosas en diversas condiciones

ambientales. Sin embargo, existen limitantes biofisicas y bioquímicas en la

estructura y función de las plantas que impiden el desarrollo de ciertos rasgos y

características que una planta individual puede tener en un hábitat en

particular. Debido a su naturaleza sésil. las plantas no pueden escapar de los

predadores ni de las condiciones ambientales adversas. Deben tratar de

prosperar en el lugar que les tocó crecer. La falta de agua, el daño mecánico y

las bajas temperaturas son las situaciones adversas más frecuentes que las

plantas deben afrontar y esto es lo que constituye un estrés.

Pero, ¿a qué denominamos estrés?. Se lo define como el conjunto de

condiciones capaces de producir una influencia desventajosa en procesos

Introducción
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fisiológicos. Puede ocasionar desde cambios en el crecimiento hasta daño en

células y/o tejidos y modificar Ia expresión de genes.

Existen múltiples tipos de estrés a los que comúnmente se los divide de

manera arbitraria en tres grupos: Físicos. químicos (abióticos) y bióticos (Tabla

2). A estas señales externas deben sumarse factores internos propios de la

planta, es decir, condiciones de Ia "historia de la planta" como por ejemplo su

nivel hormonal previo al estrés, su genotipo. momento del ciclo celular por el

que atraviesa, su etapa ontogénica, etc., así como también la duración e

intensidad de cada tipo de estrés. Según Anthony Trewavas (Trewavas et aI..

1997), la interacción de estos factores genera 101°posibilidades de estreses

combinados. Esto nos da una idea de Io complejo e importante que resulta el

estudio del estrés y las respuestas de la planta, así como también que posible/s
vías de transducción de señales las conectan.

Tabla 2: Lista parcial de las fuentes de estrés ambiental en las plantas

Abiótico

Físico Quimico Biótico

Sequía Polución Competencia

Temperatura M. pesados Alelopatia

Radiación Pesticidas Herbivoría

Inundación Toxinas Patógenos

Viento PH del suelo

C.magnético Salinidad

Situaciones de estrés abióticos más comunes

Estrés hídrico

La mayoría de las plantas están expuestas a distintos grados y tipos de

estrés en algún momento de su desarrollo. pero sin duda la falta de agua es la

fuente de estrés más común y frecuente.

Introducción
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En nuestro país, las áreas subhúmedas, semiáridas y áridas (tierras

secas), representan el 75% de la superficie total (según datos del Informe

Nacional de la Secretaría de Desarrollo Sustentable y Política Ambiental de la

Nación, para Ia Implementación de la Convención de las Naciones Unidas de

Lucha Contra la Desertificación). A nivel mundial, Naciones Unidas calcula que

la sequía y la deserficación afectan a 1.200 millones de personas en todo el

mundo, mientras que las pérdidas anuales ascienden a 42.000 millones de

dólares. Cerca del 40% de la población mundial vive en áreas con déficit

hídrico y se estima que para el 2025, cerca de dos tercios de la población

mundial -a|rededor de 5.500 milllones de personas- vivirán en áreas con déficit

de agua. Por otro lado, el mal uso del agua disponible a incrementado las

pérdidas de este recurso por irrigación no apropiada en un 60% desde 1960.

Teniendo en cuenta que cerca del 70% de toda el agua dulce disponible es

utilizada por la agricultura. este no es un dato menor. (Conveción Internacional

del Agua Dulce (ONU), La Habana 2003).

En cuanto al déficit hídrico que sufre una planta, el grado de estrés

puede variar desde leves fluctuaciones en la humedad atmosférica hasta

deficiencias de agua extremas y baja humedad de los ambientes áridos. Las

plantas responden a la falta de agua y esa respuesta depende principalmente

de la intensidad y duración del estrés. Las respuestas más tempranas al estrés

hídrico están mediadas por procesos fisiológicos. Al disminuir el contenido de

agua en Ia planta, las células pierden turgencia, en consecuencia la expansión

celular se detiene y con ello disminuye el crecimiento de las hojas. Con menor

área foliar la planta transpira menos, conservando el agua limitante en el suelo

para su uso por períodos más largos. Se considera entonces la reducción del

área foliar como la primer línea de defensa frente al estrés hídrico. El déficit de

hídrico provoca además una disminución en el módulo de elasticidad de la

pared celular y modifica el umbral de cedencia de manera de acompañar el

cambio de volumen de la célula (Taiz y Zeiger, 1998). La pérdida de turgencia

se manifiesta en el aspecto marchito de las hojas, que toma distintas formas

según Ia especie. En los cereales, por ejemplo, Ia hoja se enrolla mientras que

en el tomate pierden su posición erecta. Asimismo, la inhibición de la expansión

foliar reduce el consumo de carbono y energía; así una gran proporción de los

fotoasimilados se redistribuyen hacía sistema radicular donde se utilizarán para



el futuro crecimiento, determinando una disminución en la relación vástago/raiz.

Los ápices radiculares pierden turgencia en los suelos secos y por lo tanto el

crecimiento se produce preferencialmente hacia capas más profundas, donde

la pérdida de agua es menor (Taiz y Zeiger, 1998). Los frutos son un destino

alternativo de los fotoasimilados y en general predominan sobre las raíces (Taiz

y Zeiger, 1998).

Cuando el estrés es rápido o cuando se produce luego de que el área

folear ya llegó al máximo. la planta responde cerrando sus estomas.

reduciendo así la transpiración. Esta respuesta puede generarse de forma

pasiva por la pérdida de turgencia en las células de la guarda producida por

evaporación (relacionada con situaciones atmosféricas demandantes), o de

manera activa donde el cierre estomático es determinado por el estado hídrico

de toda la hoja o de las raíces y en el que intervienen procesos metabólicos.

Además se sabe que el a'cido abscisico interviene en el cierre de los estomas

tanto como señal a larga distancia desde la raiz (sensando el contenido hídrico

del suelo) hasta las hojas, así como también Iiberándose desde los reservorios

de la hoja como resultado de la deshidratación propia del tejido foliar. A largo

plazo, además, el ABAinfluye sobre Ia tasa de crecimiento de las raíces y de

las hojas, aumentándola e inhibiéndola, respectivamente.

En los comienzos del estrés, el cierre estomático incrementa la eficiencia

del uso del agua (más C02 es asimilado por unidad de agua transpirada)

debido a que Ia transpiración se ve más inhibida que la concentración

intercelular de C02. La deshidratación progresiva de las células del mesófilo

comienza luego a afectar negativamente la fotosíntesis. Cuando la intensidad o

duración del estrés aumenta, Ia eficiencia en el uso del agua disminuye, la

inhibición en el metabolismo del mesófilo es mayor y por lo tanto disminuye la

cantidad de fotosíntatos exportados desde las hojas. La translocación de los

productos también se ve afectada, pero solo en estadios tardíos del estrés, Io

que permite a las plantas movilizar y usar reservas donde lo necesitan (por

ejemplo en las semillas en crecimiento) aún en condiciones de estrés severo.

En la mayoría de las especies, la habilidad de translocar carbonos es el factor

clave de su resistencia a la sequía.

Las plantas pueden también responder fisiológicamente a la falta de

agua mediante un ajuste osmótico, que consiste en el incremento en Ia



concentración de iones y solutos compatibles en la célula produciendo un

descenso en el potencial osmótico y como consecuencia, la entrada de agua a

Ia célula. De esta manera, las plantas capaces de realizar ajuste osmótico

mantienen Ia turgencia, permiten Ia elongación celular y facilitan la alta

conductancia estomática a niveles de bajo potencial agua. En general este
mecanismo está asociado al aumento en el módulo de elasticidad

(endurecimiento) de Ia pared celular (Taiz y Zeiger, 1998).

Además de las respuestas individuales a situaciones de estrés, las

plantas han evolucionado adaptándose a Ia selección impuesta por los distintos

ambientes. Las plantas de los desiertos, llamadas efímeras, sencillamente

eluden la sequía. Poseen un ciclo de vida corto, producen poca biomasa y

cuando Ia disponibilidad de agua es casi nula se mantienen en estado de
semilla.

Hojas pequeñas, pelos foliares, reservóreos de agua, aerénquima, son

ejemplos de distintas estrategias cuando el agua es limitante.

Bajas temperaturas

Otra situación a las que las plantas se ven sometidas es el frío. Las bajas

temperaturas son un fenómeno que aparece episódica o periódicamente en el

90% de Ia tierras secas del planeta. Aunque Ia biomasa de la zona ecuatorial

posee una amplia variedad de géneros y especies, las plantas que alimentan al

mundo crecen principalmente en regiones donde las bajas temperaturas son un

problema ambiental.

Hay dos tipos de daños que las plantas pueden sufrir al ser expuestas a

bajas temperaturas (Stushnoff et al. 1984). El primero es el daño por

enfriamiento que ocurre aproximadamente entre los 20°C y 0°C. El daño

resultante incluye, dependiendo del estado en el que se encuentre la planta,

una variedad de disrupciones fisiológicas en la germinación, en el desarrollo de

flores y frutos, retardo en la maduración, disminución en el peso de la planta, y

por Io tanto en la productividad, Io que significa en algunos cultivos pérdidas

anuales millonarias. Se sabe además que el enfriamiento modifica el

metabolismo de la células; algunos de estos procesos se recuperan

rápidamente y otros no. Son afectadas reacciones enzimáticas, tasa de difusión



de sustratos, propiedades de transporte de membranas, etc. (Kratsch and

Wise, 2000). A menudo, el estrés por enfriamiento a temperaturas no letales es

reversible. Asimismo, Ia mayoría de las especies poseen una habilidad

denominada “aclimatación”. Este mecanismo Ie permite a la planta reducir o

eliminar el daño producido durante una exposición gradual a temperaturas

decrecientes por debajo del rango crítico.

El segundo tipo de daño es el causado por congelamiento y ocurre cuando

Ia temperatura externa cae por debajo del punto de congelación del agua. Lo

que experimentan las plantas en esta situación es un congelamiento intra y/o

extracelular. El congelamiento intracelular daña Ia estructura protoplasmática y

los cristales de hielo pueden matar a Ia célula (Levitt, 1980). Debido al

congelamiento extracelular el citoplasma de la célula se deshidrata ya que el

agua celular es transferida a los cristales de hielo que se forman en los

espacios intercelulares. Según Ia planta. la tolerancia a bajas temperatura

puede diferir.Algunas variedades de plantas son tan susceptibles al daño por

congelamiento que pueden morir al primer contacto con una helada (el arroz, el

maíz y el tomate) (Stushnoff et al. 1984); no toleran hielo en sus tejidos y

muestran rápidamente síntomas de daño que incluyen apariencia fláccida con

pérdida de turgencia. Algunos pastos, que poseen la capacidad de aclimatarse,

pueden soportar la presencia de hielo extracelular en sus tejidos y sobrevivir a

- 40°C, y casos más extremos se han visto en plantas que sobreviven sin la

formación de hielo extracelular soportando temperaturas de hasta -196°C.

Daño mecánico

Una herida abierta causada por daño mecánico es un potencial sitio de

infección para patógenos; ambas situaciones, por separado o combinadas,

inducen respuestas locales y sistémicas, reflejadas en la acumulación de

variadas sustancias como inhibidoresde proteasas. oxidasas. aminopeptidasas

y quitinasas (Constabel et al.. 1995 Schweizer et aI., 1998). El estudio en

detalle de los eventos de señalización que generan una respuesta al daño a

nivel sistémico y local, llevaron el descubrimiento del ácido jasmónico (JA)

como señal de respuesta local (Reymond y Farmer, 1998) y a Ia sistemina (un

oligopéptido) como señal sistémica (Pearce et al. 1991). Orozco-Cárdenas y



colaboradores (2001), observaron la acumulación de especies reactivas de

oxígeno (ROS) (componentes comunes en las respuestas de defensa de las

plantas) en hojas de tomate dañadas y determinaron que el Hzoz sería el

segundo mensajero en vía de señalización del JA. Esta vía es la responsable

de inducir genes tempranos y tardíos que constituyen una barrera contra

microorganismos oportunistas (Reymond et al 2000; Orozco-Cárdenas et al.,

2001). Por otro lado, la acumulación de inhibidores de proteasas en hojas de

tomate inducida por daño por la vía del JA y de la sistemina, es regulada por la

acción ¡nhibitoria del ácido salicílico (SA) y el ácido acetil salicílico (ASA)

(Doares, 1995).

Estrés salíno

En condiciones naturales, las plantas terrestres superiores se

encuentran con tierras de alta concentraciones salina, ya sea en cercanías al

mar o en estuarios, donde el agua marina y el agua fresca suelen mezclarse.

En zonas lejanas a la costa, filtraciones naturales de sales provenientes de

depósitos geológicos marinos pueden ser arrastradas hacia zonas adyacentes

generando tierras estériles para la agricultura. Sin embargo, un problema aún

mayor es la acumulación de sales como consecuencia del riego. La

evaporación y transpiración remueven del suelo el agua pura como vapor y, si

el agua de riego contiene altas concentraciones de sales que no tienen

posibilidad de fluir, estas se acumulan alcanzando niveles que son dañinos

para la mayoría de las especies. Se estima que cerca de 1/3 de las zonas

irrigadas de la Tierra están afectadas por estrés salino (Taiz y Zeiger, 1998).

Solutos disueltos en la zona de la raiz de una planta generan un bajo

potencial osmótico produciendo una baja en el potencial agua del suelo. Asi, el

balance general de agua de la planta es afectado, porque las hojas necesitan

desarrollar un potencial agua aún menor para mantener el gradiente cuesta

arriba de potencial agua entre el suelo y las hojas. En este caso, el efecto de la

sal es el mismo que el producido por déficit hídrico. En paralelo, existe un

efecto de la sal que está relacionado con la toxicidad misma del ión, al

acumularse en concentraciones dañinas de Na“, Cl' o SO42' en la células. En

presencia de sal, las células vegetales responden disminuyendo su potencial



osmótico y io hacen mediante dos procesos: la acumulación de iones en Ia

vacuola o expulsión hacia fuera de la célula y Ia síntesis de solutos compatibles

en el citosoi. Estos compuestos incluyen glicina betaina, prolina, sorbitol y

sacarosa (Buchanan et al.. 2000). Uno de los posibles mecanismos de
toxicidad del Na" es el hecho de estar directamente involucrado con la

interferencia en los transportadores celulares de K“,un macronutriente esencial

(Buchanan et a|., 2000).

A nivel fisiológico, las plantas minimizan el daño ocasionado por la sal

excluyéndola de los meristemas, en particular del vástago y de las hojas, que

son zonas en expansión y fotosintéticamente activas. El movimiento de Na" en

las hojas es minimizado por su absorción en el flujo xiiemático durante la

transpiración. Algunas plantas halófitas no excluyen el Na‘, sino que poseen

una glándulas en la superficie de las hojas donde se almacena la sal en forma

de cristales (Taiz y Zeiger, 1998).

Percepción celular del estrés

Las vías de transducción de señales comienzan con la percepción de

dicha señal. En eI caso del estrés, la multiplicidadde señales generadas por la

falta de agua. el frio, el calor, Ia alta salinidad, el daño, etc. poseen algunos

razgos comunes, pero a su vez, cada una aporta características particulares.

Hasta la fecha, no ha sido confirmada Ia existencia en plantas de sensores

para percibir la señal inicialde un estrés, pero se especula que, basado en la

multiplicidadde señales, debe existir más de uno. Dado que la falta de agua, el

frío y la salinidad inducen transcientemente el flujo interno de Ca++(Sanders et

al, 1999; Knight,2000), el canal responsable del tránsito de este ión es uno de

los candidatos a funcionar como sensor de este tipo de estrés (Xiong 2002).

Otro probable sensor son las histidinas quinasas. Se ha probado que en ciertas

algas y bacterias esta proteína de membrana es un termosensor que regula la

expresión de genes que responden al frío (Suzuki et al., 2000; Aguilar et al..

2001).

En plantas, el frio, la falta de agua y la alta salinidad poseen la

caracteriatica común de estimular Ia acumulación de osmolitos compatibles y
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antioxidantes (Hasegawa et al.. 2000). Estos compuestos, junto con el ABA(de

la que se comentará en detalle más adelante), el Ca++ y el inositol fosfato

constituyen probables mensajeros secundarios en la vía de transducción de

señales de respuesta al estrés, aunque su modo de acción no ha sido del todo

esclarecido (Xiong et al., 2002).

Genes que responden a estrés

Como se mencionó anteriormente, el estrés genera en las plantas

respuestas a todo nivel. En este contexto. en los últimos años ha aumentado

de forma geométrica descubrimiento y la caracterización de genes que

responden a la falta de agua, a la alta concentración salina, al frío o al calor,

etc. (Silhavy et ai., 1995; Schneider et al., 1997; Padmanabhan et al., 1997;

Wang et a|.. 1998; Vaidyanathan et a|., 1999; Tomashow, 1999; Hasegawa et

a|., 2000; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Zhu, 2002, etc).

Actualmente se cree que son cientos de genes los involucrados en las

respuestas a estreses abióticos (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki .1999,

Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000, Zhu, 2002, Xiong y Zhu, 2001, Xiong

y Zhu, 2002, Xiong et al., 2002). Los productos de estos genes no solo tienen

funciones protectivas de la célula, mediante la producción de proteínas

metabólicas, sino también de señales de transducción de la respuesta al

estrés. Con este criterio, los productos de estos genes se han clasificado en

dos grandes grupos. El primero incluye proteínas cuya probable función sea la

de participar en la tolerancia al estrés: proteínas de canales de agua,

involucradas en el movimientos de moléculas de agua a través de la membrana

plasmática, enzimas requeridas para Ia biosíntesis de varios osmoprotectantes

(azúcares, Prolina y Betaina), proteínas que podrían directamente proteger

macromoléculas y membranas (proteínas LEA, osmotina, proteínas

anticongelantes, chaperonas y proteinas de unión al ARNm), proteasas para ei

reciclado de proteínas (thiolproteasas, Clp proteasas y ubiquitinas) y enzimas

de destoxificación (glutation-S-transferasa, epoxi-hidrolasa soluble, catalasa,

superóxido dismutasa y ascorbato peroxidasa). Algunas de estas proteinas, por

ejemplo la enzima clave para la síntesis de prolina, fueron sobreexpresadas en
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plantas transgénicas , obteniéndose un fenotipo tolerante al estrés (Kavi y

Kishor ey a|., 1995), indicando una función directa en Ia tolerancia al estrés. EI

segundo grupo contiene proteínas involucradas en la regulación de la señal de

transducción y expresión génica, cuya probable función sea Ia de responder a

la señal de estrés: proteinquinasas, factores de transcripción y enzimas

involucradas en el metabolismo de fosfoinositol (Seki et al.. 2003).

¿Cómo es la regulación de estos genes?

El ácido abscísico (ABA)

EI ácido abscísico fue descubierto a principio de los años '60 de forma

independiente por varios grupos. Originalmente se creía que esta hormona

estaba involucrada en la abscisíón de frutos y en la dormición de árboles. pero

el rol del ABA en estos procesos aún no está del todo claro. Se sabe, sin

embargo, que el ABAes necesario para el desarrollo de las semillas, regulando

procesos esenciales para Ia vitalidad y la germinación junto a otros factores del

desarrollo que incluyen la morfogénesis del embrión (Quatrano. 1987; Leung y

Giraudat, 1998; Rock, 2000), acumulación de proteínas y lípidos de reserva

(Finkelstein et aI., 1985) , la dormición primaria (Frey et al., 1999) y la

adquisición de Ia tolerancia a la desecación (Kermode y Bewley, 1987).

Tal e Imber (1970) demostraron que la pérdida de agua causaba una

rápida acumulación de ABA en la planta. Jones (1980) y Cowan (1982) fueron

los primeros en sugerir que las plantas pueden "medir" el estatus de agua del

suelo independientemente de la situación hídrica del resto de la planta. En el

suelo seco, las raíces deshidratadas sintetizan ABA rápidamente y esto

produce un aumento en su concentración en el flujo xilemático, viajando como

información química, hasta alcanzar hojas y yemas. aún turgentes, vía

apoplasto. Por esta razón generalmente se refiere a ella como Ia "hormona del

estrés" (Zeevaart, 1999). El aumento de las concentraciones endógenas de

ABA induce genes blanco, por lo tanto, Ia acumulación de ABA no es más que

un paso en la vía de transducción de señales hasta la inducción de genes

durante el déficit de agua.
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Pese a los esfuerzos realizados y aunque se sabe que la regulación de

estos procesos es mediada en gran parte por cambios en la síntesis de novo

del ABA(Schwartz et al., 2003). el receptor de esta fitohormona aún no ha sido

identificado. Sutton et al (2000) construyeron una "library" de ADNc de células

de Ia guarda y dicen que contiene el ADNc que codifica para el receptor del

ABA, aunque aún no Io han aislado. Recientemente. Zhang et al. (2002)

identificaron y purificaron una proteina de 42 KD a partir de epidermis hoja de

poroto que se une al ABA;según estos autores. esta es Ia primera proteína de

unión a ABAque se ha logrado purificar y sugieren que tendría un potencial rol

como receptor de esta hormona.

Vías de regulación

La mayoría de los genes que se inducen por estrés hídrico responden al

tratamiento exógeno con ABA. pero no todos. Estudios focalizados en Ia

expresión de estos genes en mutantes deficientes en ABA(aba) o insensibles a

ABA(abi) en Arabidopsis revelan que efectivamente algunos de estos genes no

requieren Ia acumulación de esta hormona para responder en situaciones de

sequía o frío (Bray et al.. 1997). Por lo tanto. parecen existir dos grandes vias

de respuesta a situaciones de estrés: una que depende de ABA y otro

independiente de esta fltohormona:

Genes que responden a estrés por la vía dependiente del ABA: bajo

condiciones de estrés hídrico y salino, los niveles endógenos de ABA se

incrementan (Ingram y Bartels, 1996, Bray. 1997). Existen genes que

responden a la acumulación de ABAde forma directa, es decir, sin necesidad

alguna de síntesis proteica (Giraudat et a|.. 1994, Ingram y Bartels, 1996.

Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Kang et al., 2002). Tal es el caso de

genes que poseen secuencias llamadas ABREs (PyACGTGGC) en sus

regiones promotoras. Las secuencias G-box, son semejantes a las ABREs

tanto en forma como en función, ya que participan en la respuesta a distintos

tipos de estrés vía ABA. Se ha aislado cADN para proteínas de unión a las

secuencias ABRE y G-box (Uno et aL, 2000; Choi et al., 2000). Estas proteínas,



llamadas bZip,están caracterizadas por poseer una región básica adyacente a

un motivo “cierre de leucina" y constituyen una gran familia. Recientemente,

Kang et al. (2002) reportaron Ia expresión constitutiva de un bZip en

Arabidopsis que generó una planta hipersensible al ABAy con mayor tolerancia

a la sequía. En algunos casos, son necesarios elementos acoplantes para

especificar Ia función de las secuencias ABRE,como se determinó para el caso

de el gen HVA22en el cual su expresión estaba regulada por un verdadero

complejo proteico de respuesta a ABA (Shen y Ho, 1995). Sin embargo, es

desconocida aún Ia manera en que el ABApromueve la unión de las bZip a los

genes blanco para iniciar su transcripción. Existen otros elementos distintos a

las secuencias ABRE que también intervienen en la expresión de genes de

respuesta a ABA,no solo en condiciones de estrés hídrico, sino también en el

proceso de disecación de las semillas. La Sph box y el motivo GTGTC regulan

Ia expresión dependiente de ABA del gen C1 de maíz, cuyo producto es un

factor de transcripción que interviene en el control de la biosintesis de

antocianas durante el desarrollo de la semilla (Mc.Carty, 1995). Por otro lado,

existen dentro de esta vía dependiente del ABA, genes que requieren de

síntesis proteica para su expresión. Un ejemplo de ello es la inducción del gen

rd22 de Arabidopsis, inducible por sequía (Abe H et al., 1997; Shinozaki y

Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Este gen posee una region de 67 bp en su

promotor que resulta esencial para su respuesta a ABA y que no contiene
secuencias ABRE. A estos motivos conservados se les unen factores tanto

bZip como otros (MYB, MYC) promoviendo y activando Ia expresión de este

gen de manera cooperativa (lwasaki et a|., 1995; Abe et aI., 1997).

Genes que responden a estrés por la vía independiente del ABA: Muchos

genes son inducidos por falta de agua, sal o frio en mutantes de Arabidopsis

deficientes en ABA (aba) o ¡nsensibles a ABA (abi), Io que sugiere que estos

genes no necesitan del ABA para su expresión bajo esos tipos de estrés

(Thomashow, 1994; Ingram y Bartels, 1996; Bray, 1997). Una secuencia

conservada de 9 pb (TACCGACAT), llamada DRE (Samuka et al. 2002) es

esencial para la regulación de ciertos genes bajo condiciones de estrés hídrico,

frío y altas concentraciones salinas, pero no funcionan como las ABREs, ya

que lo hacen de un modo independiente del ABA.Se conocen los factores de



transcripción que se unen a estas secuencias, entre los que se encuentran las

proteinas EREBP y AP2, involucradas también en Ia expresión de genes de

respuesta al etileno y en la morfogénesis floral, respectivamente.

La familia génica Asr de tomate

Los Asr( por ABA, "stress" y "ripening") comenzaron a ser estudiados

en 1993, cuando Iusem et al. aislaron por primera vez el clon de cADN a partir

de una genoteca de cADNde fruto de tomate rastreada con clones de cADN

diferenciales de hojas de tomate bajo estrés hídrico vs. hojas no estresadas.

Rossi y Iusem (1994) utilizaron el cADN de Asr1 como sonda para rastrear una

biblioteca genómica de tomate, aislando un nuevo clon genómico al que

denominaron Asr2. Por otro lado, Amitai et al. (1993) de la misma manera

obtuvieron otro clon genómico al que denominaron Asr3 (# acceso al GenBank

X74908). La región codificante de Asr1 muestra 79,1% de homología con Asr2

y 76,2% con Asr3 a nivel nucleotidico, mientras que Asr2 y Asr3 comparten

86,4% de homología. Sin embargo, si se consideran las regiones promotoras,

asi como también las regiones 5' y 3'no codificantes la homología cae por

debajo del 50%. Para determinar si estos tres clones correspondían a tres

formas alélicas del mismo gen o, alternativamente, eran miembros parálogos

de una familia génica, Rossi et al. (1996) diseñaron experimentos de PCR

utilizando plntas endocriadas (extensivamente homocigotas). Los resultados

mostraron que los clones en estudio mapeaban en tres diferentes Ioci.Además,

los autores determinaron el Iigamiento de Asr1, Asr2 y Asr3 en un mapa de

RFLP de tomate (Tanksley et a|., 1992) en la misma posición del cromosoma 4,

demostrando que pertenecen a una familiagénica.

Asr1 y Asr2 han sido los más estudiados. En 1997. Gilad et al. mediante

experimentos de fraccionamiento celular localizaron a Asr1 principalmente en el

núcleo y se demostraron que posee actividad de pegado a ADN de manera

dependiente del ion Zinc. Por su parte, Rossi et al. (1998), utilizando una

fusión de parte de la zona 5'no codificante de Asr2 con el gen reportero de Ia

Bglucuronidasa (GUS), transformaron plantas de papaya, tabaco, tomate y

papa, determinando su funcionalidad como región promotora.

Introducción

- 20 



Objetivos

A partir de estos conocimientos previos, los objetivos principales de este

trabajo son:

Analizar las características comunes y diferenciales en la estructura de las
ASR.

Evaluar la expresión de los genes de la familia Asr de tomate frente al
estrés.

Comenzar con la puesta a punto de ensayos que permitan determinar la

capacidad protectiva de ASR1 frente al estrés en sistemas de expresión

heterólogos.



MATERIALES
Y

METODOS



ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS ASRs

Programas computacionales

Para la búsqueda de secuencias homólogas se utilizó Ia base de datos

GenBank usando el programa BlastP (Altschul et al., 1997). El alineamiento múltiple

de secuencias se desarrolló mediante el programa CIustalW 1.8 (Higgins et al..

1996), a través del BMCSearch Launcher (http://search|auncher.bcm.tmc.edu). Los

perfiles hidropáticos se realizaron con el programa DNAstrider utilizando versión de

Kyte-Doolittle con una ventana = 5. La búsqueda de sitios consenso se realizó

mediante el análisis de PROSCAN a través del PROSITEBASE (http://npsa

pbil.ibcp.fr). La hidrofilicidad se calculó según Kyte-Doolittle (1982). La combinación

multivariable de regresión linear (SOPMA-GOR4-SIMPA) se utilizó para las

predicciones de estructura secundaria de las proteínas.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS Asr DE TOMATE (L. esculentum)

Material vegetal

Las plantas y los frutos utilizados para el aislamiento de ARN y proteínas son

del genotipo UCBZBde Lycopersicum esculentum. Las semillas se germinaron

sobre algodón húmedo en bandejas plásticas, durante 3 días en oscuridad a 22

25°C. Las plantas se crecieron durante 1 mes en invernáculo bajo condiciones

estándares (fotoperíodo 16hs luz/8 hs oscuridad a 22-25° C).

Colección de muestras en tejidos sin estrés

Para fruto se colectaron de plantas de tomate frutos de distintos estadios de

maduración (estadio 1 -verde-, estadi02 -"breaker"- y estadio 3- rojo-). Para órgano

floral se tomaron muestras de flores de plantas de 2 meses, a las cuales se dividió

en pétalos, sépalos y el "resto", que incluye principalmente las estructuras sexuales.
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Tratamientos de estrés

Se realizaron 4 tratamientos de estrés:

1) Estrés hídrico: muestras de hoja, tallo y raíz se obtuvieron de plantas que fueron

removidas de sus macetas y a las cuales se dejó secar sobre la mesada del

laboratorio durante distintos tiempos. Los mismos órganos extraídos de plantas

regadas normalmente a capacidad de campo se usaron como control.

2) Bajas temperaturas: muestras de hoja, tallo y raíz se obtuvieron de plantas que

fueron expuestas a 6-8°C durante 24 horas. Los mismos órganos extraídos de

plantas crecidas a 22-25°C se usaron como control.

3) Daño mecánico: hojas, raíces y tallos se seccionaron en cuadraditos de

0.5x0.50x0.5 cm y se pusieron sobre papel de filtro humedecido con buffer fosfato

50 mM (pH7) durante 3 horas. Como controles, los mismos tejidos sin cortar se

pusieron durante los mismos tiempos en el mismo buffer.

4) Infección por hongos: estas muestras fueron hojas infectadas naturalmente por
oidios en el invernáculo.

En todos los casos las muestras se congelaron en nitrógeno liquido

inmediatamente luego de los tratamientos y se guardaron a —80°Chasta su

utilización.

Extracción de ARN

La extracción de ARN de todos los órganos se realizó siguiendo el protocolo

recomendado por Gibco para su producto Trizol a partir de 200 mg de tejido. En

forma resumida, las muestras de tejido conservadas a —80°C se pulverizaron en

mortero con nitrógeno líquido. Se agregó 1ml de Trizol (Gibco) por cada 100 mg de

tejido y se homegeneizó. El homogenato se dejó a temperatura ambiente durante

10 minutos. Se centrifugó 10 minutos a 12.000 g a 2-8° C para separar los restos de

tejido vegetal. AI sobrenadante se le realizó una extracción de proteínas por el

agregado de 0,2 ml de cloroformo por cada 1 ml de Trizol utilizado inicialmente. Se

dejó actuar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifugó 15 minutos a

10.000 g a 2-8° C, se recuperó la fase acuosa y se transvasó a otro tubo. Se
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adicionaron 0,5 ml de isopropanol y 0,5 ml de una solución salina (0,8M citrato de

sodio; 1,2 M NaCl) por cada 1 mI de Trizol. Se dejó actuar durante 2-3 minutos a

temperatura ambiente. Se centrifugó durante 15 minutos a 10.000 g a 2-8° C. El

pellet se lavó con al menos 1 mI de etanol 75% y se centrifugó 5 minutos a 7500 g a

2-8° C. El pellet se dejó secar al aire, se resuspendío en agua MiliQestéril mediante

pipeteo. Para que Ia resuspención fuera total se calentaron las muestras 10 minutos
en un baño de 55-60° C.

Cálculo de la concentración y corroboración de la integridad del ARN
obtenido

La cuantificación del ARN se realizó espectofotométricamente, por

absorbancia a longitud de onda de 260nm. Por otro lado, la integridad del ARN se

corroboró mediante una electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa (1%),

formaldehído (37%) y Mops (1x). Las muestras se llevaron a un volumen de 50 ul

con formamida (40%). formaldehído (6%), Mops (1x,) Bromuro de Etidio (1ul).

Previo a la electroforesis. las muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 65°

C durante 10 minutos. La composición del buffer de corrida utilizado fue: Mops (1x)

y formaldehído (6%). La electroforesis se realizó bajo campana de gases durante 1

hora a 90 V.

Oligonucleótídos

Los Oligonucleótídos empleados fueron provistos por la compañía Bio

Synthesis y previamente diseñados usando el programa CIustaIW (1.8) para el

alineamiento múltiple de secuencias y el programa Olígo 4.0 (para Macintoch).

Para amplificar por RT-PCR las secuencias correspondientes a los mARNde

cada uno de los Asr, se diseñaron los siguientes tres pares de oligonucleótiodos

especificos sobre las secuencias correspondientes (Númerode acceso al GenBank:

U86130 para Asr1, L20756 para Asr2 y X74908 para Asr3) y de manera tal que los

productos de amplificación fuesen de distinto tamaño para permitir su identificación

por tamaño en gel:
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Asr1-directo: 5’ GAT AGA WT ATT GTT TCA GAT GGA G 3’

Asr1-inverso: 5’ GAC ACA ACA CTT ATA CCA AAT ATG G 3'

Asr2-directo: 5’ TTA AGA GAA GCA ATA CAA TAT GGC T 3'

Asr2-inverso: 5' TCC ACC TGC CCC AAC TGC AGC AAC A 3'

Asr3-direct0: 5’ CAA AGC ATA AAT TGT CTA TCG ACG T 3'

Asr3-inverso: 5' TCA ACT GGA CCA CCT TCT TCC TCT C 3'

Los tamaños de los productos de amplificación esperados son: 418 pb para

Asr1. 269 pb para Asr2 y 140 pb para Asr3.

Para utilizar como control interno de expresión constitutiva se sintetizaron

dos oligos que amplifican el mARN del gen de actina de papa (Solanum

Tuberosum, número de acceso al Gen Bank X55752) y cuya secuencia fue provista

por el Instituto de Biotecnología, INTA-Castelar. Estos oligos se utilizaron por ser Ia

papa una solanacea filogenéticamente muy cercana al tomate:
Actina-directo: 5' TGG CAT CAT ACC 'l‘lT TAC AA 3’

Actina-¡nverso: 5' TCC GGG CAT CTG AAC CTC TC 3’

El tamaño del producto de amplificación esperado para la actina es de 519

pb.

RT-PCR

Para cuantificar el ARNm de los genes Asr, se aseguró que todas las

reacciones de PCR fueran llevadas a cabo en un rango lineal de amplificación. es

“decir,que las cantidades de producto resultaran proporcionales a las cantidades de

ADNc molde inicialmente presentes en las muestras. Para ello, se probaron

diferentes números (no saturantes) de ciclos (de 25 a 35) con los oligonucleótidos y

las condciones descriptas en "Amplificaciónpor PCR". La ¡ntesidad de las bandas

correspondientes a los productos de PCR se analizaron por medio del programa
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NIH-Image para Maclntosh. De esta manera se determinaron los números de ciclos

óptimos para cada experimento, con fines semicuantitativos. La amplificación de un

fragmento del gen de actina fue usada como control y las reacciones se llevaron a

cabo de la misma manera que para los Asr.

Transcripción Reversa (RT)

3,6 pg de ARN de cada muestra se llevaron a 5 pl de volumen final con agua

MilliQestéril y se desnaturalizaron mediante calentamiento durante 5'a 65°C. Las

muestras se pusieron inmediatamente en hielo y se les adicionó 15 p.|de Ia mezcla

de reacción conteniendo : buffer para Transcriptasa reversa, 1 mMde DTT, 20 U de

RNAsin, 400 pM de dNTPs, 3,3 pM de oligodT (15) y 300 U de M-MLVRT. Para

que el oligodT hibride con la cola de poIiAde los mARN, la reacción se dejó durante

10 minutos a temperatura ambiente y se sintetizó la primera cadena de ADNc a

35°C durante 1 hora. Finalmente se calentó a 95°C durante 5 minutos para inactivar

a la transcriptasa reversa.

Amplificación por PCR

Las reacciones se llevaron a cabo en 25 pl con 1,5 mM de MgCIz,buffer para

Taq polimerasa, 0,2 mM de dNTPs, 1U de Taq Polimerasa, 2 ng/pl de primer

directo, 2 ng/pl de primer inverso y 2,5 pl de ADNc producto de la RT. Se utilizó

termociclador Mj-Research con el siguiente programa:

94°C durante 3 minutos, X número de ciclos de: 94°C durante 1minuto, 55°C

durante 1minuto y 72°C durante 1minuto, y extensión a 72°C durante 10 minutos.

Posteriormente los productos de amplificación se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa nativo al 2,5% teñido con Bromuro de Etidio.

Northern blot

Muestras de 20 pg de ARN total se separaron electroforéticamente en gel

desnaturalizante y se transfirieron a membrana de nylon (Hybond-N. Amersham).
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Las membranas se prehibridaron a 42°C en 50% formamida, 5X solución Denhardt,

5X SSC, 1,2% SDS y 0,5 mg/ml de DNAde esperma de salmón. Las membranas

se hibridaron luego con las distintas sondas (amplicones de Asr1, Asr2, Asr3 y

Actina) marcadas con ozCTP-P32mediante el sistema de "Random priming" (Prime

a-gene de Promega). La hibridaciones se realizaron a 42°C toda la noche. Los

lavados fueron realizados bajo condiciones de alta rigurosidad: a 42°C en 2X

SSC/0,1% SDS durante 20 minutos, luego a 42°C en 0,5X SSC/0.1% SDS durante

20 minutos y finalmente un lavado a 65°C en 0.1X SSC/0,1% SDS durante 20

minutos. Después de los lavados, las membranas radioactivas fueron expuestas a

placas autoradiográficas (Xomat, Kodak, USA) durante 2-3 días y reveladas en
revelador automático.

Cuantificación relativa del ARNmensajero

Las placas autoradiografias fueron sometidas a "scanning" en un equipo

PhotoDyne y las bandas fueron cuantificadas por medio del programa NHl Image

para Maclntosh. Los valores de densidad obtenidos fueron graficados con el

programa Excel de Microsoft.

Producción y purificación de la proteína ASR1 por columna de níquel

El plásmido pET portando el clon de ADNc de Asr1. utilizado para la

producción de la proteína ASR1 fue construido por lusem et al., 1993. La inducción

de la proteína y su purificación fue realizada por el Lic. Gustavo Gudesblat,

utilizando el Kit HisTrap de Pharmacia Biotech, basado en la técnica denominada

metal-chelate affinitychromatography (MCAC):proteínas recombinantes que llevan

fusionadas al menos 6 residuos consecutivos de histidina, pueden purificarse

usando una resina conteniendo iones níquel inmobilizados por unión covalente.
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Producción de anticuerpos contra la proteína ASR1

Este procedimiento fue realizado por la Dra. Hebe Goldman, del Laboratorio

de Inmunoquímica de la FCE y N-UBA. El suero anti-ASR1 fue obtenido por

inoculación intramuscular de ratones con 25 pg de Ia proteína ASR1 purificada,

obteniéndose un titulo de 16000.

Extracción de proteínas

0.1g de cada tejido se congelaron en nitrógeno líquido y se homogeneizaron

en 500 ul de Buffer de extracción de proteínas (NaHPO4 (pH7) 50 mM; B

mercaptoetanol 10 mM; NazEDTA 10mM, N-lauril-sarcosina 0,1%; Tritón X-100

0,1%) con ayuda de un émbolo plástico de punta cónica. Las muestras se hirvieron

durante 5 minutos. Luego se centrifugaron durante otros 5 minutos a 5000 rpm.y se

descartó el pellet.

Elución de proteinas a partir del gel de policrilamida

Para la elución de proteinas del gel, se separó por corte con visturí el bloque

de acrilamida-bis conteniendo la zona de interés. Este bloque se incubó en buffer

de electroforesis durante toda la noche y luego se colectó Ia solución resultante.

Las proteínas se concentraron por el método de Metanol-CIoroformo-Agua (Guide

to Protein Purification, Murray Deutscher, Meth.ln Enz., pp78) y se resuspendieron

en buffer de extracción.

Cuantificación de proteínas

Para medir Ia cantidad de proteinas presentes en los extractos, se utilizóel

método de Bradford (1976). Se midió Ia absorbancia a 570 nm en lector de Elisa

(Microplate Reader Benchmark de Bio-Rad) y utilizando el programa Excel 97 a

partir de Ia curva patrón realizada con BSA, se dedujo la fórmula de Ia recta y de allí

la cantidad en pg de la proteína incógnita.
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Western blot

Se utilizó la técnica de Western blot según Sambrock et a|., 1989 con

algunas modificaciones. 20 ug de cada extracto proteico obtenido se incubaron en

"Loading Buffer" (0,125M Tris CI (pH 6.8); 10 mM Dithiothreitol; 1% SDS; 0.005%

BPB; 5% glicerol) durante 5 minutos a 100° C y se sembraron en gel separador de

poliacrilamida 16.5% (16,5% acrilamidazbisacrilamida (30:1); 0.39M Tris-HCI

(pH8.8); 0,1% SDS; 0,1% APS; 2u| TEMED). Se realizó la electroforésis en Buffer

Tris-Glicina (25 mM Tris; 250 mM glicina; 0,1%'SDS) a 60 mA. Las proteínas

separadas en el gel se transfirieron a membrana de nitrocelulosa (Hybond-C Extra.

Amersham) en buffer de transferencia (39 mM Glicina; 48 mM Tris base; 0.037%

SDS; 20% metanol) durante 1 hora a 100 V. Para la inmunodetección, se bloqueó la

membrana con Solución de bloqueo (1x PBS; 5% leche descremada; 0,05% Tween

20) durante 2 horas en agitación. La membrana se incubó luego durante 1 hora y

media a temperatura ambiente y agitación con el suero de ratón anti-ASR1 en una

dilución 1/200 en Solución de hibridación (1x PBS; 0.5% leche descremada; 0,05%

Tween 20). En forma paralela se incubó como control un duplicado de la membrana

con suero preinmune de ratón en una dilución 1/200 en solución de hibridación. A

las membranas se les realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con buffer de

hibridación y luego se las incubó durante 30 minutos con suero anti-ratón conjugado

con peroxidasa (origen comercial, Santa Cruz biopp) en una dilución 1/40.000 en

buffer de hibridación. Las membranas se Iavaron 3 veces durante 5 minutos cada

vez con buffer de hibridación. Para el revelado de las proteínas ¡nmobilizadas en la

nitrocelulosa se utilizó el KitECL (Amersham Pharmacia Biotech) que consiste en la

oxidación del luminol catalizada por la peroxidasa, resultando en la emisión de

quimioluminiscencia. Dicha quimioluminiscencia impacta en placa autoradiográfica

(Xomat, Kodak, USA) por exposición durante varios minutos luego de lo cual se

reveló en reveladora automática.



Subclonado de los amplicones de Asr1 y Asr2

Productos de PCR de Asr1 y Asr2 (amplicones) se purificaron del gel de

agarosa mediante columnas Wizard Minipreps de Promega. Por medio de la

reacción de "fill-in"se generaron extremos romos en los amplicones para permitirsu

subclonado en el plásmido pBIuescript SK (Stratagene). Para ello, 350 ng de cada

producto de PCR, 0,5 mM dntps. 1X Buffer Klenow y 5U de enzima Klenow se

calentaron a 37°C durante 30 minutos. Luego se agregó 20 mM de EDTAa cada

tubo y se calentó a 75° C durante 10 minutos para inactivar la enzima. Para la

restricción del vector se incubaron a 37°C durante 2 horas, 2 ug de pBIuescript en

1X Buffer neb#3 y 200 U de Eco RV (Gibco). Se realizó luego un paso de

precipitación para eliminar las sales y se calentó a 65°, 10 minutos para inactivar la

enzima. Se chequeó el corte por electroforesis en gel de agarosa y se diluyó el

plásmido hasta 10 ng/pl. Para la iigacíón de los amplicones en el pBIuescript se

probaron distintas relaciones vector-inserto (1:1, 1:10, 1:50 y 1:100), utilizando 10

ng de pBIuescript cortado, 1X de Buffer Iigasa (Promega), 10U de Eco RV (Gibco),

20 U de Ligasa HC (Promega) y la cantidad adecuada de inserto (amplicón) cuya

concentración era de (30 ng/pl). Se ¡ncubó a temperatura ambiente durante 2 horas

y luego se calentó a 65°C durante 10 minutos para inactivar las enzimas. Con los

productos de ligación se transformaron según Sambrock et al. (1989) bacterias de

E. coli competentes (cepa DH5-0L)y se crecieron en placas con LB (triptona 10 g/l,

extracto de levadura 5 g/I, NaCI 10 g/I) + agar (1,5%) suplementado con amplicílina

(100ug/ml), 20 mM IPTG y 0,6% X-Gal a 37°C durante toda la noche. Se

seleccionaron al azar varias colonias blancas (y alguna azul como control) para

confirmar la presencia de los insertos mediante la técnica de "colony" PCR. Para

ello se "picó" la colonia con escarbadientes, se resuspendió en 50 uI de agua y se

hirvió 10 minutos a fin de lizar las bacterias. Ser tomaron 5 ul para una reacción de

25 ul de PCR con cada oIigonucleótido. EI producto se separó mediante

electroforesis en gel de agarosa. Las colonias positivas para la presencia del inserto

se crecieron en LB ampicilina toda la noche a 37°C con agitación. Para identificar

insertos en posición sentido ("sense") y antisentido ("antisense") de cada uno de los

amplicones, se realizaron. a partir de los cultivos y según Sambrock et al. (1989),
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minipreparaciones de plásmidos a los cuales se cortó con 20 U de enzima Xho

(Gibco). Se chequeó en gel de agarosa Ia aparición de bandas diferenciales entre

las dos construcciones (ver Figura 1) y una colonia "sense" y otra "antisense" de

cada amplicon se creció y se congeló a -80 °C en 20% de glicerol hasta su
utilización.

A

Xho | Xho l

296 pb

pBluescript-Asr1
Sense

B

Xho | Xho |

257 pb

pBluescript-Asr2

Xho | Xho I

124 pb

pBluescript-Asr1
Antisense

Xho | Xho |

128 pb

pBluescript-Asr2
Antisense

Figura 1: Subclonado en pBluescript de los productos de PCR de Asr1 (A) y Asr2 (B) en posición

"sense" y "antisense". Los amplicones están representados como rectángulos grises. T7

representa el promotor bajo el cual se clonaron los amplicones.
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Preparación de las ribosondas y transcripción in vitro

1ug de plásmido ("sense" y "antisense") de cada subclonado se linealizó con

50 U de Eco RI (Gibco) durante 2 horas a 37° C. Posteriormente se trató la muestra

con 0.1 mg/ml de proteinasa K, 30 minutos a 37°C. Se extrajo dos veces con 1

volumen de fenol/cloroformo (1:1) seguido de una extracción con 1 volumen de

cloroformozisoamilico (24:1). Luego se precipitó el plásmido con 0,2 volúmenes de

NH4AcO 10 My 2,5 vol de etanol absoluto. Para ayudar a la precipitación, se dejó 1

hora a -80°C y se centrifugó 15 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente los

plásmidos se lavaron dos veces con etanol al 75% y se resuspendieron en Tris 10

mM (pH 7) a una concentración final de 1ug/uI. La marcación de las sondas se

realizó por transcripción ¡n vitro mediante el producto "DIG RNA Labeling Kit

(SP6/T7)" de Roche, utilizando como molde 1 pg de plásmido Iinealizado, NTPs

(1mM ATP. 1mM CTP. 1 mM GTP, 0.65mM UTP, 0.35 mM DIG-11UTP), buffer de

transcripción del kit, 20 U de inhibidor de RNAsas y 40 U de T7 RNA polimerasa. Se

incubó durante 2 horas a 37°C y se le agregaron 2 U de RQ1 Rnasa (Promega).

Luego se incubó durante 15 minutos a 37 °C y se agregaron 0.02 M de EDTA para

frenar la reacción de la Rnasa. La ribosondas obtenidas se precipitaron con 2.5 M

de AcNH4 y 2.5 volúmenes de Etanol 100%; se lavaron con etanol 75% y se

resuspendieron en agua MilIiQestéril. Posteriormente se chequeó una alícuota en

gel de agarosa 2,5% utilizando 100ng de ARN-marcado del kitcomo control.

Hibridación in situ

Muestras de hoja y raíz de plantas de 1 mes (controles y estresadas durante

24 horas por falta de agua) fueron fijadas en Fijador de Karnovsky (5%

glutaraldehido, 4% paraformaldehido, 0.1M buffer fosfato pH=7.2). Los tejidos

fijados se deshidrataron usando series graduales de TBA(SO-100%)y finalmente se

infiltraron y se embebieron en parafina ultrapura. Las muestras se cortaron con

micrótomo y se prepararon según Jackson (1991). Las hibridaciones se realizaron

según Chaumount et al. (1998) con modificaciones: las muestras se desparaflnaron

mediante dos lavados de 10 minutos con xilol y se hidrataron utilizando series
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decrecientes de etanol (100%, 96%, 70%, 50%, 30%), seguido de un lavado final

con agua destilada. Luego se incubaron con 0.2M de HCl durante 20 minutos y se

realizaron lavados con agua destilada, 2X SSC y nuevamente agua destilada

durante 5 minutos cada uno. Se incubó con solución K (1ug/ul de proteinasa K,

100mM Tris (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8)) durante 30 minutos a 37°C en un

ambiente humedecido con PBS. Luego de Ia incubación se Iavaron las muestras

con PBS durante 2 minutos y se bloqueó la acción de la proteinasa con 2 mg/ml de

glicina en PBS. Posteriormente se Iavó dos veces con PBS y se prefijó durante 12

minutos con paraformaldehído 4%, seguido de un lavado con PBS. Luego se

deshidrató mediante lavados en serie de etanol creciente (30%, 50%, 70%, 96%,

100%). Se dejó secar al aire durante 1 hora. Luego, 300 ng de ribosonda se

hirvieron durante 5 minutos en 5 ul de esperma de salmón (10 mg/ml), se agregaron

al buffer de hibridación (6X SSC, 50% formamida, 1,25% SDS, 5X Denhardt) y se

aplicaron sobre las muestras de tejido. Las muestras se incubaron en un ambiente

con formamida al 50%, durante toda la noche en estufa a 45-50°C. AIdía siguiente,

las muestras se Iavaron dos veces con 2X SSC/0.1% SDS durante 5 minutos a

temperatura ambiente y dos veces con 0.2 x SSC/ 0.1% SDS durante 10 minutos a

45°C. Luego se Iavaron 5 minutos con TBS (100mM Tris-HCI (pH 7.5); 400 mM

NaCl) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con solución de

bloqueo (0.5% leche en TBS). Se Iavó durante 1 minuto con TBS y se pusieron en

contacto con el anticuerpo anti-DlG de origen comercial, diluido 1/300 en 0.5%

leche en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente, en ambiente humedecido con

PBS. Finalmente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS. Para

la detección, las muestras se Iavaron 5 minutos en buffer de detección ( 100 mM

Tris HCl (pH 9.5); 100mM NaCI; 50mM MgCIz) y luego se les agregó 1 ml del buffer

con 6.6 ul de NBT (50 mg/ml) y 3.3 pl de BCIP (50 mg/mlO (Promega). Se dejo en

oscuridad aproximadamente 3-4 horas hasta aparición de color. Finalmente, se

realizaron dos lavados de 2 minutos con agua destilada y se deshidrató utilizando

series crecientes de etanol (30%, 50%, 70%, 96%, 100%) durante 3-4 minutos. Se

lavó con xilol,5 minutos para la deshidratación total, se montaron las muestras con

cubreobjetos, se observó al microscopio óptico y se fotografió.
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ENSAYOS DE EXPRESIÓN EN BACTERIAS

Subclonado de Asr1 en plásmido bacteriano regulable por arabinosa

Para los ensayos de expresión en bacterias era necesario obtener Ia

proteína ASR1 en cantidades que no fueran tóxicas para las bacterias. Se contaba

con el plásmido pBADZ4, portador del promotor pBAD, que posee la ventaja de ser

regulable por arabinosa. Así, se obtuvo por restricción con Kpnl (Gibco) y Xbal

(Gibco) el fragmento codificante de Asr1 a partir del plásmido pNM444 (cedido por

N.Iusem y M.Rossi) y se lo subclonó en el plásmido pBADZ4 (Guzmán et al., 1995)

cortado con las mismas enzimas, mediante lígación con Iigasa (Promega),

obteniéndose un plásmido al que se denominó Pre-pBADZ4-Asr1. El plásmido

pBADZ4posee un codón de iniciación de la traducción (atg) en el sitio de clonado,

quedando río arriba de la secuencia insertada de Asr1 (Figura 2). Por ello se realizó

un paso de restricción con EcoR1 (Gibco) y Kpn1 (Gibco). que liberó un fragmento

de 9 pb río arriba de Asr1 (que incluyó el atg del plásmido), seguido de un

tratamiento con Klenow (Promega) para "rellenar" y con la enzima Iigasa para ligar.

Así, se obtuvo el plásmido deseado al que denominamos pBADZ4-Asr1,en el cual

Ia secuencia subclonada se encuentra bajo el promotor pBAD, regulable por

arabinosa. (Figura 2). Cada paso del subclonado fue chequedo por restricción en

gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. Con el plásmido obtenido se

transformaron según Sambrock et al. (1989) bacterias E. coli de la cepa DH5a.

Todos los cultivos bacterianos fueron realizados en medio LB suplementado con

amplicilina (100ug/ml), a 37°C con agitación a 200 rpm. Las extracciones de

plásmido se realizaron mediante el protocolo convencional de "Miniprep"(Sambrock

et a|., 1989) y mediante análisis con enzimas de restricción se determinó el clon

bacteriano que portaba el plásmido deseado.



pBADZ4
4.5 Kb

K Ile
p" a Kpnl/Xba

Eco RI Asr1

9pb
r—-&——\

PsAo...aggagg aattcacc atg gtac atggagg.....

L) +1 EcoRI Kpnl Asr1
Pre-pBADZ4

Asr1
4.907 Kb

Hmpr

mi

me
¡nllffllflc
"¡Inn

EcoRllenl
Klenow
Ligación

pBAD24
Asr1

4.898 Kb

M13
¡Magnus
“¡Inn

Figura 2: Estrategia de subclonado de Asr1 en pBad24
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Chequeo de la expresión de ASR1y viabilidad de las bacterias

Un cultivo bacteriano de células portando pBADZ4-Asr1 obtenido a partir de

una colonia aislada (crecida toda Ia noche a 37°C con agitación) se diluyó 1/20 en

medio LBfresco+ampici|ina y se dejó crecer hasta alcanzar una OD=O.5.Se dividió

el cultivoen dos: a uno de ellos se le agregó arabinosa a una concentración final de

0,2% y al otro el mismo volumen de medio LB liquido. Se incubó durante 2 horas a

37° C con agitación, luego de lo cual se tomó una alícuota de cada cultivo y se

realizó una extracción de proteinas totales hirviendo la muestra con igual volumen

de Buffer de Extracción (Tris HCI 100mM (pH 6.8); Bmercaptoetanol 200mM; SDS

4%; glicerol 20%; BPB 0,2%). La indución de ASR1 se verificó mediante Western

blot utilizando anticuerpo anti-ASR1 y revelando con ECL (Amersham).

Posteriormente se sembraron distintas diluciones de los cultivos en placas

conteniendo medio LB ampicilina + 1,5% de agar y se dejó toda las noche a 37°C.

Se contaron luego las colonias obtenidas con cultivos inducidos y no inducidos.

Análisis del comportamiento en medio salino de bacterias que expresan ASR1

Un cultivo bacteriano de células portando pBADZ4-Asr1 obtenido a partir de

una colonia aislada (crecida toda la noche a 37°C en agitación) se diluyó 1/20 en

medio LBfresco+ampici|ina y se dejó crecer hasta alcanzar una OD=O.5.Se dividió

el cultivoen dos: a uno de ellos se le agregó arabinosa a una concentración final de

0,2% y al otro el mismo volumen de medio LB líquido. Se incubó durante 2 horas a

37° con agitación. luego de lo cual se sembraron distintas diluciones de los cultivos

en placas conteniendo medio LB ampicilina + 0,7% agar + 0,4M de NaCl. Como

controles, las mismas diluciones se plaquearon en el mismo medio pero sin NaCl.

Se dejaron crecer toda la noche a 37°C y se contaron las colonias obtenidas.



Análisis del comportamiento de bacterias que expresan ASR1 frente a la luz
UV

Un cultivo bacteriano de células portando pBADZ4-Asr1 obtenido a partir de

una colonia aislada (crecida toda la noche a 37 °C en agitación) se diluyó 1/20 en

medio LBfresco ampicilina y se dejó crecer hasta alcanzar una OD=O.5.Se dividió

el cultivo en dos: a uno se le agregó arabinosa a una concentración final de 0,2% y

al otro el mismo volumen de medio LB liquido. Se dejó induciendo durante 2 horas

a 37°C. Luego se centrifugaron los cultivos durante 10 minutos a 3500 g y 4°C y se

resuspendió el pellet obtenido en 0.1M de M9804. Las soluciones bacterianas asi

obtenidas se dejaron en placas de Petri de vidrio y se mantuvieron en oscuridad

hasta el momento de ser irradiadas. Bacterias inducidas y no inducidas con

arabinosa se expusieron al UV (lámpara Phillips G15T8 15W, con pico de longitud

de onda del UV-C 254nm) durante 5. 10, y 15 segundos a una distancia de 30 cm y

60 cm. Como controles, bacterias inducidas y no inducidas se mantuvieron en

oscuridad. sin irradiar. Luego de realizar diluciones seriadas las bacterias, se

plaquearon en medio LB ampicilina, se dejaron crecer toda la noche a 37°C y se
contaron las colonias sobrevivientes obtenidas.

ENSAYOS DE EXPRESION EN LEVADURAS

Plásmido de expresión utilizado

Para los ensayos de expresión en levadura se utilizó el pYESZ-Asr1, cedido

por el Lic.Gustavo Gudesblat, quien lo obtuvo por subclonado del fragmento

codificante de Asr1, proveniente del pNM440, en el vector pYESZ (Invitrogen)

(Figura 3). Este plásmido posee un promotor inducible por galactosa y el gen URA3

que le confiere resistencia en un medio de crecimiento sin uracilo a las levaduras

que Io portan.

La transformación de levaduras con este plásmido y los experimentos de

respuesta a Ia sal fueron realizados en colaboración con las Dras. Susana Correa

García y Mariana Bermúdez Moretti del Departamento de Química Biológica y del
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Departamento de Fisiología y Biología Molecular y Celular de la FCE y N-UBA,

respectivamente.

Figura 3: Plásmido de expresión

en levaduras pYESZ en el cual se

subclonó la secuencia codificante

de Asr1.

EACH"?

Transformación de las levaduras

La cepa utilizada fue la BY4741 (Mat a his A 1 leu 2 A Omet 15 A 0 ur 3 A 0).

Las transformaciones se realizaron según Chen et al. (1992): de un cultivo de

células crecidas en medio YPD (extracto de levadura 1% (Difco); peptona 2%

(Difco); glucosa 2%; agar 2%) toda Ia noche a 30°C y en agitación, se tomaron

varias colonias y se resuspendieron en 1 mI de agua estéril. Se centrifugó 1 minuto

a 3000-4000 rpm. Se descartó el sobrendante y se resuspendieron las células en el

líquido remanente. Se agregó agua hasta un volumen final de 20 ul ltransformación.

Se transfirieron 20 ul a tubo eppendorf y se agregó 1ug de plásmido y 100u| de

buffer "One Step" (0,2 M LiAC, 40% PEG 3350, 100 mM dithiotreitol). Se aplicó

vortex durante 5 segundos y se incubó 20 minutos a 42 °C. Luego se agregó 1 ml

de agua, se centrifugó brevemente y se plaqueó en medio YNB (017% YNB (Difco)

sin aminoácidos y sin amonio; 0,77 % DO (-ura) (Clontech); 10 mM de SO4(NH4)2;
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2% de glucosa). Las transformaciones se realizaron utilizando los plásmidos pYES2

vacío y pYESZ-Asr1 en paralelo.

Respuesta del cultivo de levaduras a estrés por NaCI.

Un colonia de cada transformante (con pYESZ vacío y con pYESZ-Asr1) se

creció en 5 mI de Medio SC (YNB sin aminoácidos y sin amonio (Difco) + 0,77 % de

DO (-ura) (Clontech) + 10 mM de SO4(NH4)2) suplementado con 2% de rafinosa y

0,1% de glucosa, en agitación y a 30°C durante toda Ia noche. Luego se realizó una

dilución 1/5 en Medio SC suplementado con 2% de rafinosa y se dejó crecer hasta

OD=1 (absorbancia a 600 nm). A 1 ml de este cultivo se le realizaron dos lavados

con agua estéril. A esta suspensión se la diluyó 1/10 en Medio SC suplementado

con 1% galactosa (inductor del sistema). Se incubó durante 18 hs. en agitación a

30°C y posteriormente cada cultivo se diluyó 1/5 en Medio SC galactosa 1% con o

sin el agregado de 0,5 M de NaCI. Finalmente, todos los cultivos se incubaron a

30°C con agitación, se sacaron alícuotas de cada uno de ellos a distintos tiempos y

se les midió la absorvancia (A600).

Para evaluar Ia presencia de ASR1, se obtuvieron extractos de proteína total

por resuspención del pellet de 1 ml de levaduras (crecidas en medio inductor) en

100 pl de "Buffer Sample" (TrisHCI 60 mM (pH 6.8); Bmercaptoetanol 5%; SDS 2%;

glicerol 10%; BPB 0,2%). Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 95°C y

se centrifugaron a 14000 xg. El sobrenadante se utilizó para determinar la

presencia de ASR1 mediante la técnica de Western blot, revelando con ECL

(Amersham).
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ANALISIS DE LAS ASR

Características de las ASR de tomate (L.esculentum)

Asr1, Asr2 y Asr3 han sido caracterizados extensamente por Iusem et al.

(1993), Rossi y Iusem (1994 y 1995) y Amitai-Zeigerson et al. (1993),

respectivamente. AIcomparar las secuencias proteícas, se observa la presencia de

dos regiones conservadas ricas en alanina: una, en la posición 74-78 (que en ASR1

consiste en 5 residuos consecutivos de alanina), está conservada en ASR2 y ASR3

con una vaiina central en lugar de la alanina (Figura 4, recuadro l). Este reemplazo

no afectaría la estructura terciaria de la proteína ya que tanto la alanina y la valina

son aminoácidos no polares. La otra zona rica en alaninas es la que corresponde a

los residuos 45-50, también presente en los tres miembros de la familia (Figura 4,

recuadro ll). Otro dato interesante es la existencia un potencial sitio de miristoilación

en las posiciones 42-47, 44-49 y 42-47 para ASR1, ASR2 y ASR3, respectivamente

(Figura 4, sombreado oscuro); además, en los residuos 110 a 112 de ASR1 existe

un potencial sitio de fosforilación para proteina-kinasa C y en los residuos 35 a 38

de ASR2, un potencial sitio de fosforilación para la caseína-kinasa Il (Figura 4,

sombreado claro).

ASRl 1 MEEEKH-HHHHLFHHKDKAEEG-PVDYEKEIKHHKHLEQIGKL AEKHEAK
ASR2 1 MAEEKHQHHHHLFHHKNKEDEGGPVDYEKEVKHHSHÏSÉKIGEL .{EKHKAK
ASR3 1 MAEEKQ--HHRLFHHKNREEEGGPVDHKKKVKHHSHLQKIGEL .{EKHKAK

* ***: **:*****:: :** ***::*::***.**::**:**:**** **k***:**

ASRl 59 115
ASR2 6l -- - 115
ASR3 59 7 8

****:******::

Figura 4: Alineamiento de secuencias proteícas de las ASR de tomate (L.esculentum)

Los asteriscos y los puntos indican aminoácidos con homología total y parcial entre las tres

secuencias, respectivamente. Las zonas marcadas con recuadros corresponden a las regiones ricas

en alaninas (I: residuos del 74-78; Il: residuos del 45-50). El sombreado oscuro y claro indica el sitio

putativo de miristoilación y fosforilación, respectivamente.
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Al analizar el patrón de hidropatía mediante el algoritmo de Kyte-Doolittle, se

observó que las ASR de tomate son proteínas predominantemente hidrofílicas y

poseen dos zonas claramente hidrofóbicas que corresponden a las regiones ricas

en alaninas previamente descriptas (Figura 5).

1° 10° llll|ll
lllllllllll a ¡I'lllllll a 3'“ "33- -s ' - - 

2 —2 2J -2 2 2

¡Á A“ _¡ 1 n -¡ 1- -1
o o ° ° 0 0
.1—. -.1 '1“ " __ .
_2_ ha _2_ P2 1 l-1

.3 — .3 '3 “ la '2 _ _ .2.4- IE.4 4" 4 '3" "34lllllll1°°l W100 _4_ __4lllllll
ASR1 ASR2

ASR3

Figura 5: Patrón de hidropatía según de Kyte-Doolittlede las proteinas ASR de tomate.

Valores positivos y negativos representan el grado de hidrofobicidad e hidrofilicidad,

respectivamente. Los residuos aminoacídicos están representados al pie del patrón .

Utilizando Ia combinación multivariable de regresión linear (SOPMA-GOR4

SIMPA)se predijo la estructura secundaria de las proteínas ASR de tomate (Figura

6). Los tres miembros de Ia familia mostraron una proporción de entre el 45 y 60 %

de conformación alfa hélice (h) en su estructura y entre un 36 y 47% de "random

coil" (c). El porcentaje restante (4-8°/o)estuvo compuesto por la conformación de

cadena extendida (e).
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Figura 6: Predicción de la estructura secundaria de las proteínas ASR de tomate.

A. probabilidad de formación de Alfa hélice (h). Cadena extendida (e) y "Random coil" (c) para

ASR1. ASR2 y ASR3. Los números indican el n° de aminoácido. B. probabilidad de formación de h.

e y c. expresado en porcentaje para cada ASR.



Búsqueda de productos génicos tipo ASRen otras especies

Mediante el programa BLASTP, se realizó una búsqueda de secuencias

codificantes tipo ASR en el reino vegetal, utilizando ASR1 de tomate comercial

(Lycopersícon escu/entum) como referencia. El resultado revela la existencia

proteínas homólogas a ASR presentes. en especies muy diversas: tomate salvaje

(L. hirsutum, L. peruvíanum, L. chi/ense), papa (evolutivamente cercana al tomate),

uva, durazno, pomelo, lily,melón, pino, hasta en ciertas monocotiledóneas como

maíz, arroz y caña de azúcar, etc. (Tabla 3). Una característica que involucra a

todas estas proteínas es el hecho de responder a algún tipo de estrés abiótico (falta

de agua, alta salinidad, frío), al ácido abscísico y/o expresarse durante la

maduración del fruto. EI tejido u órgano donde la expresión de estos genes es

mayoritaria es variable, así como tambíen Ia longitud en aminoácidos de la proteína.

Calystegía, durazno, papa comercial y salvaje poseen los ortólogos de mayor

tamaño (Tabla 3).

Del análisis de posibles sitios consenso, se desprende que todas las

proteinas poseen al menos un sitio potencial de miristoilación con ubicación

variable dentro de su secuencia. Respecto a Ia predicción de estructura secundaria,

estas proteínas coinciden en presentar un porcentaje mayoritario de a-hélice y

"random coil". En general, la conformación a-hélice es mayor a Ia de "random coll";

siendo la primera la estructura que abarca por lo menos el 40% de Ia proteína. Las

excepciones a esta característica están dadas por las ASR de Calystegía, durazno

(P. armeníaca y P. persica), StDSZ de papa comercial y DSZ de papa salvaje.

Coincidentemente estas son las cuatro proteínas más largas de los homólogos a

ASR (Tabla 3).

Otro razgo común entre estas secuencias es el alto porcentaje relativo de

aminoácidos cargados. Aunque el porcentaje de cada aminoácido varía según la

proteína, histidina, lisina, glicina y ácido glutámico son los que se presentan en

mayor proporción en todos los casos (Tabla 3).

Hasta la fecha, sólo se ha podido confirmar Ia pertenencia de las ASR a una

familia multigénica en tomate comercial (ASR1, ASR2 y ASR3) (Rossi et a|., 1996) y

en pino (LP3, LP3-1, LP3-2 y LP3-3) (Padmanabhan et aI., 1997).
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Tabla3:ProductosgénicostipoASRreportados.Idrepresenta,expresadocomoporcentaje.elniveldeidentidaddeaminoácios,queseubicanmásarribaenla listadeBLASTP.aHzaIfahélice,Rcozrandomcoil.O:otros.

o

delgendeexpresiónambientalomirlstollac.yReferencia

fisiológica(posición)

esculenlummaduración(42-47) tubemsum(papa(41-46)

(44-49) (44-49)

tuberosum(papa(42'47) peruvíanum(44-49) (uva)(80-85) peruvianum(44'49) humífusum anneníaca(131-136) (durazno) munmaduración(74-79) (plantadehielo)



esculenlum(42'47)

mays

esculentummaduración(44-49) tuberosum(198-203) chaooense(193-198) Iongiflorum(45'50) oflicinarum(72-77)

(1)Iusemetal.(1993).(2)Schneideretal.(1997).(3)Haraetal.(2002).(4)Cákiretal.(2003).(5)Changelal.(1996).(6)Mbegule-A-Mbeguieetal.(1997).(7)Vaidyanalhanetal.(1999).(a)Padmanabhanetal.(1997).(9)Callahanetal.(1993).(10)Amitai.Helal.(1993).(11)Rossiylusem(1994).(12)Doczielal.(2002),(13)Silhavyelal.(1995).(14)Wangelal.(1998).(15)Caneletal.(1995).(16)Frankel etal.(2003).(17)RiocardietI.(1993).



Comparación de secuencias y estructura de productos génicos relacionadas
con ASR de tomate

A partir de las secuencias peptídicas tipo ASR encontradas se realizó un

alineamiento mútiple de secuencias mediante el programa ClustalW (1.8) para

Macintosh. En la Figura 7 se muestra el alineamiento múltiple de secuencias

peptidicas que mostraron mayor similitudcon ASRl de tomate. Se identificódentro

de estas secuencias dos regiones de homología: una hacia el N-terminal que

abarca unos 20 aminoácidos y otra región mayor, de 72 aminoácidos hacia el C

terminal (resultados obtenidos conjuntamente con N.Frankel). Esta última región

está altamente conservada entre todas estas proteinas. La región intermedia es

variable en tamaño y composición, aún dentro de la misma especie. Los homólogos

de papa salvaje, calistegia y durazno poseen las secuencias intermedias más
extensas.
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Figura 7: Alineamiento múltiple de secuencias peptídicas de las proteínas ASR conocidas.

provenientes de diferentes especies vegetales. realizado mediante ei programa CLUSTALW.El

sombreado negro y el sombreado gris indican residuos idénticos y similares al consenso,

respectivamente. AIpie del alineamiento se muestra la secuencia consenso.
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El N-terminal de todas estas proteínas posee un región rica en histidinas a

excepción de la ASR de pomelo (C. máxima), pera (P. pyrifo/¡a) y maíz (Z. mays).

Hacia el C-terminal también existe una región de alto contenido de histidinas.

excepto para el caso de pomelo, maiz, ASR1 y ASR3 de tomate (L. esculentum).

VVMSAde uva (Vitisvinífera) posee en esa región una señal consenso de dirección

nuclear. Los dos segmentos de 5 residuos consecutivos de aminoácidos no polares

(formados principalmente por alaninas) observados en ASR de tomate comercial,

se encuentran también altamente conservados en todas estas proteínas. Aunque el

consenso del potencial sitio de miristoilaciónpresente en todas las especies no es

siempre el mismo (Tabla 3), este sitio se encuentra siempre adyacente al primer

segmento rico en aminoácidos no polares, con excepción de la proteína LLA23de

Lily.cuyo sitio está río arriba de esta región (Tabla 3). En algunos casos, existe en

Ia misma proteína más de un sitio potencial de miristoilación, que en general se

encuentra adyacente al otro segmento rico en alaninas (dato no mostrado).

Debido su gran proporción de aminoácidos cargados, todas las proteínas tipo

ASR son altamente hídrofílicas y su patrón es muy similar al observado en las ASR

de tomate comercial. En todas ellas (Figura 8) se observa la presencia de al menos

dos picos hidrofóbicos.que corresponden a las zonas ricas en alaninas.
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Recientemente, Garay-Arroyo et al. (2000) definieron la existencia de una

clase de proteínas a la que llamaron hidrofi/inas, caracterizada por su porcentaje de

glicina y por su índice de hidrofilicidad. En esta familia quedan incluidas proteínas

tanto vegetales como bacterianas (E. COÍÍ)y fúngicas (S. cerevíceae), que

interesantemente comparten la caraterística de estar involucradas en la respuesta a

distintos tipos de estrés. El criterio definido por estos investigadores (índice de

hidrofilicidad > 1 y % de glicina > 6) es altamente selectivo, ya que sólo el 1% de las

proteínas totales lo cumple. Aparentemente, las hidrofi/¡nas representarian

adaptaciones análogas a un problema común tanto en euca como en procariotas.

Se analizó entonces la posibilidad de que las proteínas tipo ASR de tomate y sus

homólogos encontrados en distintas especies vegetales pertenezcan a la clase de

las hidrofí/¡nas, evaluando su porcentaje de glicina y su índice de hidrofilicidad. En

la Tabla 4 se muestran los cálculos realizados sobre las proteínas tipo ASR de Io

que se desprende que todas ellas pasan el criterio de selección determinado por

Garay-Arroyo (2000) para incluirlas en la clase de hidrofi/¡nas.

Tabla 4: % de glicina y cálculo de la hidrofllicidadde las proteinas tipo ASR.
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COMPORTAMIENTO DE LOS Asr DE TOMATE (L. esculentum) FRENTE AL
ESTRES

Respuesta frente al estrés hídrico

Acumulación de los transcriptos frente al estrés hídn'co

Se ha demostrado con anterioridad la expresión de Asr en tomate sometido a

estrés hídrico y salino (Amitai-Zeigerson et al., 1995) y en fruto maduro (Iusem et

a|., 1993). Sin embargo, estos datos son previos a conocerse que Asr no era sólo

un gen, sino una familia formada por al menos tres miembros homólogos entre sí.

En este contexto, y con el objetivo de determinar si el comportamiento de cada uno

de los Asr en condiciones de estrés es distinto en cuanto a órgano y tiempo, se

diseñaron oligonucleótidos que pudieran reconocer de manera específica a cada

Asr, utilizando la técnica de RT-PCR (Figura 9).

Así, se determinó que los tres genes se expresan basalmente a niveles bajos

en hoja, raíz y tallo, con la excepción de Asr3 en hoja y raíz y Asr1 en tallo, cuya

expresión en condiciones normales es alta. Asr1. Asr2 y Asr3 son inducidos en la

hoja desde las 6 horas de comenzado el estrés, siendo Asr1 el miembro que

presentó una mayor inducción. En la raíz, Asr2 fue el único miembro que aumentó

su expresión a las 24 horas de estrés hídrico, mientras que en tallo Asr1 y Asr3 se

inducen claramente y Asr2 parece no variar frente al estrés. (Figura 9). Estos

experimentos fueron realizados utilizando ciclos de PCR en los que el producto

fuera no saturante, es decir, de manera tal de poder obtener una semicuantiflcación

de la expresión de los genes.
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Figura 9: Análisis de la expresión de los genes Asr en distintos órganos de plantas de

tomate sometidas a estrés hídrico. Experimento de RT-PCR con ARN total extraído de

hojas, raíces y tallos de plantas de 1 mes sometidas estrés hídrico durante los tiempos

indicados en la figura. Se amplificó el ARN de actinacomo control de siembra.

La homología de secuencias existente entre las regiones codificantes de los

tres genes en estudio, avalaba eI uso de esta estrategia que relevó el

comportamiento de cada uno de manera individual. Sin embargo, para obtener

resultados cuantificables, la técnica clásica de Northern blot es la más usada y

confiable. Como se contaba con el ADN del producto de PCR de cada uno de los

genes, se decidió probar este método utilizándolos como sondas de hibridación,

con Ia hipótesis de que se evitaría la reacción cruzada no deseada entre los tres

miembros, ya que estas sondas representan zonas parciales de cada gen y no el

gen completo. Los resultados, presentados en la Figura 10, confirman los obtenidos

por RT-PCR e indican que las sondas utilizadas en el Northern blot no producen

reacciones cruzadas entre los ARNm. Asimismo, a partir de la cuantificación

realizada, se observó que Asr1, Asr2 y Asr3 aumentan su expresión en hoja entre 2

y 5 veces luego de 24 horas de estrés hídrico respecto de hojas regadas

normalmente. Alas 12 horas se produce para todos los genes un disminución leve

en su expresión. Asr2, el único miembro inducido luego de 24 horas de falta de

agua en raíz, aumentó su expresión por lo menos 6 veces en estas condiciones. La

expresión basal de Asr1 en tallo alcanzó niveles comparables a los observados en

hoja estresada, aumentado por lo menos un 80% cuando se expuso a 24 horas de

déficit hídrico, mientras que la expresión de Asr3 fue inducida casi 3 veces en esta

misma situación.
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Figura 10: Análisis de la expresión de los genes Asr en distintos órganos de plantas de tomate

sometidas a estrés hídrico. (A) Experimento de Northern blot con ARN total extraído de hojas, raices

y tallos de plantas de 1 mes sometidas estrés hídrico durante los tiempos indicados en la figura e

hibridados con sondas Asr1, Asr? y Asr3 específicas y con sonda de actina como control de siembra.

(B) Cuantificación de la abundancia relativa del ARNm, expresado como acumulación de ARNm de

Asr/ARNm Actina (en el eje de las y).
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Es oportuno aclarar que el análisis de la expresión de Asr3 se realizó sólo en

condiciones de estrés hídrico debido a problemas técnicos derivados de Ia

marcación de Ia sonda. En este sentido, la corta longitud de este amplicón (140pb)

pudo ser el motivo de la poca reproducibilidad en la reacción de “random priming".

Acumulaciónde proteínas en respuesta al estrés hídrico

¿Qué sucede con Ia expresión de estos genes a nivel proteico?. ¿Existe una

correlación con la expresión observada a nivel de mensajero inducida por la falta de

agua?. Se contaba con anticuerpos anti-ASR1 obtenidos a partir de ratones

inoculados con proteína ASR1 purificada y con ellos se realizaron ensayos de

Western blot a extractos de proteína total de distintos órganos. En la Figura 11 se

muestran los resultados obtenidos: se detectó un banda del tamaño esperado para

ASR1 (15 kDa) en raíz y tallo, donde la acumulación de la proteína fue progresiva

respecto del tiempo de estrés (Figura 11 A.). En el caso de hoja dicha banda no se

observó; en cambio, se visualizó una de aproximadamente 30 kDa (Figura 11 A.).

Como control de siembra se utilizó un SDS-PAGE de hoja teñido con Azul de

Coomasie (Figura 11B.).

A B
Horas de estrés

Duración del estrés (hs.)

0 12 24

Hoja (A - 30 kDa

Raíz un“ -15kDa

TaIIo— -15kDa

Figura 11: Western blot de distintos órganos sometidos a estrés, utilizando anticuerpo anti-ASR1

(dil 1/200). (A) Las plantas fueron sometidas a estrés hídrico durante el tiempo indicado. 20 ug de

extracto soluble proteico de hoja, raíz y tallo se sembraron en SDS-PAGE y se transfirió a filtro

de nitrocelulosa para su análisis por Western blot. Se usó el sistema ECL para la detección.

(B).SDS-PAGE de hoja teñido con Azul de Coomasie como ejemplo de control de siembra.
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Respuesta a otros tipos de estrés

Considerando la posibilidad de que los Asr de tomate estén involucrados no

sólo en mecanismos de respuesta a estrés hídrico sino también a diversos tipos de

estrés ambientales bióticos y abióticos, se analizó su comportamiento en

situaciones de bajas temperaturas, daño mecánico e infección por hongos.

De la Figura 12 se desprende que Asr1 se acumula en respuesta a frío y

daño mecánico en los tres órganos analizados. La inducción fue claramente mayor

en tallo para los dos tipos de estrés, aunque en este tejido se observa una

expresión basal alta en condiciones sin estrés. Asr1 no modificó su expresión en

hojas infectadas por hongos, mientras que Asr2 mostró únicamente un aumento

casi imperceptible en tallo dañado.

Bajas temperaturas Daño mecánico Infección

Figura 12: Análisis de la acumulación de transcriptos en hoja (h), raíz (r) y tallo (t) de plantas

sometidas a diversas situaciones de estrés (+) y en condiciones normales (-) .

Plantas de tomate de 1 mes fueron expuestas a bajas temperaturas, daño mecánico e

infección por hongos. Muestras de 20 pg de ARN total se usaron para el análisis por la

técnica de Northern blot utilizando Asr1 yAsr2 como sonda. El ARNr teñido con BrEt. se

utilizó como control de siembra.
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Tipo celular en el que se expresan los Asr de tomate

Teniendo en cuenta la expresión órgano-dependiente observada a nivel de

mensajeros, cabía preguntarse si esta expresión estaba circunscripta a

determinados tipos celulares dentro de los tejidos. Como se contaba con productos

de PCR que permitían una identificación individual de cada uno de los Asr, se los

subclonó en pBIuescript bajo el promotor de Ia T7 polimerasa, se los usó de molde

para la obtención de ribosondas marcadas con Dig —oxigenina y se los utilizó en

ensayos de hidridación ¡n situ.

AI analizar la expresión de Asr1 y Asr2 en hoja se observó que en

condiciones de riego normales están presentes en tejido vascular, específicamente

en células acompañantes del floema (Figura 13: 0 hs., panel a y b). AIexponer a las

plantas a estrés hídrico, la expresión parece extenderse a células parenquimáticas

(Figura 13: 24 hs., panel c y d). En el caso de raíz Ia expresión de Asr2 fue la única

detectada en condiciones de estrés hídrico (Figura14: 24 hs., panel b). Cabe aclarar

que los controles de detección específica de la ribosonda Asr2, que normalemente

se realizan con Ia ribosonda "sense", se llevaron a cabo con una sonda

inespecífica, debido a que la sonda "Asr2 sense" producía la misma marca que la
sonda "Asr2 antisense". Cuando se analizó más detenidamente la estructura de Ia

secuencia de esta sonda, se verificó Ia existencia de una región interna repetida de

16 nucieótidos, que le permite hibridarse consigo misma. Es muy probable entonces

que la ribosonda "sense" también pueda hibridar por medio de esa zona con el

mensajero endógeno, produciendo Ia señal observada.



Ohs. ,

24 hs.

Control

Figura 13: Expresión de los Asr en hoja estresada por falta de agua.

Hibrídación in situ de hojas de plantas con un déficit hídrico de 0 y 24hs., utilizando como

ribosondas Asr1 (a y c) y Asr2 “antisense” (b y d) y como controles Asr1 “sense” (e) y

ribosonda inespecífica (f). Xi:xilema; FI:floema; P: células parenquimátices. >:indica célula

acompañante del floema.
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Figura 14: Expresión de los Asr en raíz estresada por falta de agua.

Hibridación ¡n situ de raíces de plantas con un déficit hídrico de 24hs., utilizando como

ribosondas Asr1 (a) y Asr2 “antisense” (b) y como controles Asr1 "sense" (c) y ribosonda

inespecífica (d). Xi: xilema; Fl: floema; P: células parenquimáticas. V :indica célula

acompañante del floema.

Resultados
-59.



COMPORTAMIENTO DE LOS Asr DE TOMATE EN OTROS PROCESOS

- En la maduración del fruto

La maduración es la fase final de crecimiento y desarrollo del fruto, en la que

se producen una serie de cambios que conducen a la senescencia y abscisión del

mismo. En 1993, lusem et al., determinaron que ASR está presente en fruto maduro

de tomate y representa el 5% de la proteína total en este órgano. Teniendo en

cuenta esto, nos preguntamos cómo sería el comportamiento de estos genes

durante el proceso madurativo del fruto y para ello se tomaron tres estadios

representativos de este proceso, en base al color del pericarpio: estadio1, estadio 2

y estadio 3 (ver M y M y Figura 15).

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3

Figura 15: Frutos de tomate en distinto estadio madurativo según color del pericarpio.

Mediante análisis por Northern blot se observó que Ia expresión de los

mensajeros de Asr1 y Asr2 muestra un pico máximo al principio de la maduración

(estadio1) para luego decaer rápidamente en los siguientes estadios (2 y 3) (Figura

16).

Estadio de maduración
—-—-—-——-—--— Figura 16: Expresión de

transcriptos Asr1 y Asr2 en ia

' Asr1 maduración del fruto de tomate.

_Asr2 Northern biot de distintos
estadios del fruto. Se utilizó

ARNrteñido con BrEt. como
- ARNr

control de siembra.
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En cuanto a la acumulación de proteínas en este órgano, el suero anti-ASR1

reveló un patrón de bandas interesante y a la vez complejo. En el estadio 1 y

estadio 3, se destaca claramente una banda de 15 kDa, tamaño esperado para

ASR1, mientras que en el estadio 2 la presencia de esta banda es más tenue. El

estadio 1 además, presenta bandas de 30 kDa, 45 kDa y mayores, tamaños que

duplican y triplican al esperado (Figura 17). Estas mismas bandas aparacen en el

estadio 2, aunque con diferente intensidad. Se incluyen en esta figura los estadios 0

y -1, que corresponden a frutos con el pericarpio verde como el estadio 1, pero que

aún no llegaron al diámetro máximo. En el estadio -1 (3 cm de diámetro) no se

reveló presencia de proteína, mientras que en el estadio O (5 cm de diámetro)

aparecen bandas tenues de 15 y 30 kDa.

Estadio de maduración Estadio de maduración

-1 0 1 2 3 -1 O 1 2 3

-45kDa

. ‘m -3okDa

m i“ -15kDa
Suero preinmune Suero anti-ASR1

Figura 17: Western blot de distintos estadios del fruto utilizando anti-ASR1 (derecha). Como control

se utilizó suero preinmune de ratones normales (izquierda). Se reveló con método

quimioluminiscente (ECL).

Este patrón de bandas sugiere la formación de agregados de dos, tres o más

polipéptidos, aunque la posibilidad de una modificación postranscripcional o la

detección de un nuevo miembro de la familia de mayor tamaño no puden

descartarse. Mientras que el estadio de mayor acumulación de proteína coincide

con el pico de expresión de los transcriptos (estadio 1), la presencia de la banda de

Resultados

_ 61 _



000000000000000000000-nooo-oooooooooococos-ooo...

15 kDa parece estar sujeta de manera inversa a Ia intensidad de las respectivas
bandas de 30 o 45 kDa.

- En el órgano floral

Hasta aquí se analizó el comportamiento de los genes en órganos que

fisiológicamente pueden responder a los cambios en el ambiente (como las raíces o

la parte aérea de Ia planta), o que sufren alguna modificación en el tiempo como el

fruto en su proceso madurativo. ¿Qué sucede en un órgano especializado como la

flor? ¿Son expresados allí los Asr en condiciones normales?

Se evaluaron en forma separada las distintas parte de la flor, dividiéndola

arbitrariamente en pétalos, sépalos y resto de Ia flor, que incluye todas las

estructuras sexuales (anteras, polen, carpelos, etc.). Mientras que Asr1 se expresa

fuertemente en distintas partes de Ia flor, en particular en pétalos y en las

estructuras sexuales, Asr2 se acumula levemente en sépalos y estructuras

sexuales (Figura 18).

Estructuras

flOraleS Figura 18: Análisis por
Pe Se Re

mnilln
Northern blot de la expresión

de Asr1 y Asr2 en la flor.

Pe: pétalos; Se: sépalos; Re:

resto de la flor (estructuras

sexuales). Se uitlizó el ARNr

teñido con BrEt. como

control de siembra.
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¿ASRforma agregados?

Ante la aparición de bandas del doble del tamaño esperado en los Westerns

(hoja y fruto), se evaluó la posibilidad de que ASR estuviera formando agregados

(dímeros y trímeros) que no podían separarse por la simple presencia de SDS. Se

utilizaron geles con 8M de urea en la corrida electroforética, pero esto no sólo no

separó los posibles agregados, sino que además la migración se veía muy

distorsionada (resultado no mostrado). Cuando las muestras se incubaron

previamente en el buffer de craqueo con 8 M de urea y se sembraron en los geles

(también con urea), sin hervir y se realizó la electroforesis a voltaje bajo y

constante, se pudo observar un patrón de bandas difuso, pero menos distorcionado

y en el cual se ve una disminución parcial de la banda de 30 kDa en favor de la de

15 kDa (Figura 19).

Urea - +

30 kDa_ Figura 19: Western blot de fruto utilizando
geles y craking buffer con y sin 8 M de urea.

15 kDa - Se utilizó anti-ASR1 (1/200) y se reveló con

” método quimioluminiscente (ECL).

Para asegurar que el aumento de la banda de 15 kDa era consecuencia de

la disociación de la banda de 30 kDa, se eluyó esta banda directamente del gel de

poliacrilamida y al eluído proteico resultante se lo trató con 8M de urea. Esperando

observar la liberación de polipéptidos de 15 kDa, esta muestra se corrió

nuevamente un gel de policrilamida, se transfirió a membrana y se repitió la

hidridación con el anticuerpo. En Ia Figura 20 B, donde indica la flecha, se ve una

banda muy leve del tamaño esperado (monómero de 15 kDa). Lo inesperado fue

que el control realizado con el eluído de la banda de 15 kDa migró a la altura de 45
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kDa (Figura 20 A), al igual que parte de la banda de 30 kDa tratada con urea

(Figura 20 B).

45 kDa 

30 kDa 

15kDa- <

Figura 20: Western blot del eluído de la banda de 15 kDa (A) y de Ia banda de 30 kDa
tratada con urea 8M (B).

ENSAYOS PRELIMINARES DE EXPRESION EN SISTEMAS HETEROLOGOS

- Comportamiento de bacterias que expresan ASR1frente al estrés

A partir de los resultados obtenidos en la primer parte de este trabajo, en los

cuales se determinó que la familiaAsr de tomate es inducida frente a distintos tipos

de estrés, se decidió investigar si la presencia de ASR1 en sistemas heterólogos,

confería alguna ventaja frente a situaciones de estrés. Existían antecedentes de

trabajos realizados en este laboratorio por el Lic. Javier Moreno, quien utilizó

bacterias de la cepa BL21 de Escherichia coli transformada con un plásmido

portando Asr1 bajo el promotor pT7, el cual es reconocido por la T7 polimerasa,

clonada a su vez en el cromosoma bacteriano bajo un promotor inducible por IPTG.

Los ensayos realizados en esa ocasión estaban destinados a determinar si la

expresión de ASR1 en bacterias contribuía de alguna manera a su supervivencia

frente al estrés generado por la irradiación por luz UV. Los resultados fueron

alentadores ya que se observó una diferencia de un orden de magnitud en el

crecimento frente a irradiación de las bacterias que expresaban ASR1 versus las

que no lo expresaban. Sin embargo, en este sistema la expresión per se de ASR1

resultaba tóxica para la viabilidad bacteriana.
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Así, se decidió subclonar la secuencia codificante de Asr1 en un plásmido

cuyo promotor fuera regulable, de manera de poder inducir en forma controlada la

expresión de la proteína y repetir estos ensayos enfrentando las bacterias a estrés

salino (como vía indirecta de estrés hídrico) y a irradiación por luz UV. El plásmido

elegido fue el pBAD24debido a la vasta bibliografiaencontrada donde se reporta su

uso (Guzman et al., 1995; Khiebnikov et aI., 2000; Concepcion y Nelson, 2003).

Este plásmido es regulable por arabinosa y la concentración recomendada en los

trabajos es de 0.2%. A esta concentración, la inducción es rápida pero leve,

permitiendo a las bacterias crecer normalmente. En nuestro caso, el subclonado de

Asr1 en pBADZ4 incluyó un paso extra en el cual se delecionó un fragmento del

plásmido que incluía un codón de iniciode la traducción que dejaba fuera de fase el

marco de lectura del inserto.

En primer lugar, se verificó el grado de inducción de la proteína. Para ello,

una vez obtenido el plásmido deseado, se transformaron bacterias E. coli de la

cepa DH5-oc,se indujeron con arabinosa y al extracto total de proteínas se les

realizó un ensayo de Western blot utilizando anticuerpo anti-ASR1(Figura 21 A). En

la Figura 21 A se observa que la expresión obtenida es baja, ya que el tiempo de

exposición para detectar dicha banda proteica fue 5 veces superior a lo normal.

Posteriormente se vió que el número de bacterias inducidas con arabinosa es

similar al número de bacterias no inducidas (Figura 21 B). Por Io tanto, la expresión

de ASR1 en estas condiciones no modificó la viabilidad de las bacterias.

Númerodebacteriasx106

l"!

fan.

Sin ARA Con ARA

Figura 21: Efecto de ASR1 en la viabilidad bacteriana.
A. Nivel de expresión de ASR1 detectado por Western blot utilizando anti-ASR1 contra extractos
proteicos de bacterias DH5-ocportando el plásmido pBAD24-ASR1, crecidas en medio sin
inductor (-) y medio ¡nductor (+). El tiempo de exposición para el revelado por ECL fue de 10
minutos. B. Efecto de la ASR1 en la viabilidad bacteriana. Número de bacterias obtenidas luego
de 2 horas de incubación con y sin arabinosa en el medio de cultivo y plaqueo posterior en LB
agan
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Una vez asegurada una expresión leve que no afectaba la viabilidad celular,

se analizó Ia sobrevida de estas bacterias en medio salino, como forma indirecta de

someter a las células a estrés hídrico. Se cultivaron las bacterias en medio LBsólo

y medio LB con 0,4 M de NaCI. En la Figura 22 A, se grafican los resultados

obtenidos como % de bacterias sobrevivientes en medio salino y se observa que no

existen diferencias entre la respuesta de las cepas que expresan ASR1 (con ARA)y

las que no lo expresan (sin ARA). Por lo tanto, ASR1 no esta confiriendo a las

bacterias ninguna ventaja frente al estrés salino en estas condiciones. Luego se

realizó el ensayo de exposición a la luz UV, evaluando las dosis de tiempo y

distancia que ya había probado J.Moreno, asi como también otras dosis de UV,

variando el tiempo de exposición y la distancia a la lámpara (ver Materiales y

Métodos). En todos los casos, la viabilidad bacteriana disminuyó al aumentar el

tiempo de exposición a la luz UV, sin registrarse diferencias entre la sobrevida de

las bacterias que expresan y que no expresan ASR1 (Figura 22 B).

>
+sin ara-l—conara

lino

émm3 OOOO

95mm]

M O

O

9‘sobre“.enmediou Sin ARA Dosis UV(seg)

Figura 22: Análisis de la contribución de ASR1 en la respuesta bacteriana a estrés salino (A)

expresada como % de sobrevida en medio salino (n° bacterias crecidas en medio con NaCl/ n°

bacterias crecidas en medio LB) x100 y análisis de la contribución de ASR1 en la respuesta

bacteriana a irradiación por UV (se grafican los resultados obtenidos a una distancia de 30 cm de la

fuente de UV) (B).
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Comportamiento de levaduras que expresan ASR1frente al estrés

Con el objetivo de utilizar otro sistema de expresión distinto al procariótico,

se comenzó a evaluar en forma simultánea cómo era Ia respuesta frente al estrés

de levaduras que expresan ASR1, analizando su sobrevida en medio saiino (0,5 M

NaCI). En el sistema experimental utilizado, nos encontramos con un par de

situaciones a tener en cuenta: por un lado, como se muestra en Figura 23 A, Ia

presencia de ASR1 (Figura 23 B) tiene un efecto negativo en el crecimiento normal

de las células. Por otro lado, la galactosa confiere a las levaduras una leve ventaja

en su crecimiento (10-15%) al ser agregado al medio como agente inductor del

sistema (dato no mostrado). Por Io tanto, no era posible comparar el efecto de Ia sal

entre un cultivo en un medio normal vs. otro en medio inductor. Por Io tanto, el

ensayo se realizó utilizando clones que portan el plásmido pYES vacío, como

control, y clones transformados con el plásmido pYES-Asr1. A ambos se los cultivó

en medio inductor (por agregado de galactosa) en presencia y ausencia de NaCI.

A B pYES
pYES -Asr1

7

6 l

5

É 4 -—o—-pYES-Asr1
o 3 —0—-pYESO
E9,
o 2
o 1

o I I I I

0 3 6 8 2 4

Tiempo (hs.)

Figura 23: Efecto de ASR1 en la viabilidad de las levaduras que la expresan.

A. Levaduras crecidas en medio inductor (con galactosa). B. Western blot de la expresión de

ASR1 en levaduras crecidas en medio inductor.
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En Ia Figura 24, se observa que al comparar el crecimiento de las levaduras

en medio salino, las células que expresan ASR1 muestran una mayor sobrevida

que aquellas células que no expresan Ia proteína. Esta diferencia es evidente a

tiempos cortos, donde la sobrevida de las levaduras que expresan ASR1 se

mantiene en el 100% a las 3 horas, para luego ir disminuyendo hasta mantenerse

en un 75%-80% durante el tiempo de incubación ensayado. Las levaduras control

nunca superaron el 70% de sobrevida, cayendo abruptamente al 50% luego de 24
horas de crecimiento en el medio salino.

120

80

—o— pYES-Asr1
6 ° —o— pYES

40

20

%sobrevidaenmediosalino

0 3 6 8 24

Tiempo (hs)

Figura 24: Análisis del comportamiento en medio salino de levaduras que expresan ASR1.
Sobrevida en 0.5 M NaCI de levaduras que portan el plásmido pYES vacio y levaduras que
portan el plásmido pYES-Asr1 crecidas en medio inductor (con galactosa). La sobrevida en NaCI
se expresa tomando como 100% a las levaduras crecidas en medio sin sal.
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El objetivo principal de este trabajo fue comparar a los miembros de la familia

Asr de tomate (L. esculentum) tanto en su estructura como en su expresión.

Teniendo en cuenta que estos genes ya habían sido descriptos previamente,

resultaba interesante por un lado, poder determinar las características estructurales

de relevancia de estas proteínas y por otro, analizar el comportamiento de los

genes de esta familia de manera individual.Asimismo, fue objetivo de este trabajo

comenzar con la puesta punto de sistemas que permitan determinar la capacidad

de estas proteínas de conferir protección ¡n vivo frente al estrés.

Con este escenario en mente, en primer lugar se compararon las estructuras

proteicas no sólo de los miembros de la familia génica de tomate (L. esculentum),

sino que se incluyó también en la comparación el resultado de una búsqueda de

ASR ortólogos en otras especies vegetales. Por otro lado, se diseñaron estrategias

experimentales para observar el comportamiento particular de los miembros de la

familia en cuanto a expresión. Por último, se realizaron ensayos preliminares de

expresión de proteína en sistemas heterólogos (bacterias y levaduras) y se evaluó

su comportamiento frente al estrés.

Analizando la estructura de las ASR

El análisis de las ASR se realizó, en primer lugar, comparando las

estructuras de las ASR de tomate (L. esculentum) incluyendo luego los resultados

de Ia búsqueda de homólogos, que reveló la existencia de moléculas proteicas

conservadas que se acumulan en situaciones de variados tipos de estrés y/o en

fruto. Estas proteínas provienen de muy diferentes especies, desde tomate salvaje,

pasando por papa (evolutivamente cercana al tomate), uva, pera, melón, pino, etc.,

hasta algunas monocotiledóneas como el maíz, arroz, y caña de azúcar. Debe

destacarse el hecho de haber encontrado homólogos en especies tan lejanas

evolutivamente al tomate, pues esto sugiere la universalidad de las funciones de las

proteínas para las cuales codifican los genes de la familia Asr. Cuando se

evaluaron en conjunto todas estas proteínas "tipoASR", quedó claro que, pese a lo

variado del tamaño molecular y del órgano en el cual son inducidas, estas proteínas

comparten ciertos rasgos comunes. En primer lugar, los perfiles hidropáticos

indican que son altamente hidrofílicas y la abundancia relativa de aminoácidos

como glicina, alanina, histidina, glutámico y lisina determinan que estas proteínas

se encuentren altamente cargadas. Por otro lado, según la predicción de estructura



secundaria, estas proteínas poseen gran parte de su estructura como "random coil",

lo que indicaría que en su estado nativo se encuentran mayormente desplegadas

(Garay-Arroyo et a|., 2000). EI hecho de que un gran porcentaje de la proteina se

presente como alfa-hélice, sumado a que se verificó que poseen una estructura

secundaria con alta accesibilidad a moléculas de agua (datos aportados por

N.Franke|, comunicación personal), podría estar relacionado con un probable rol

protectivo de estas proteínas en restringir Ia pérdida de agua de las células.

Analizando más en detalle los patrones de hidropatía, se observa que todas

las ASR, poseen por lo menos dos zonas hidrofóbicas. ubicadas en general hacia el

N-terminal. Estas regiones corresponden a dos secuencias ricas en alanina

altamente conservadas. La conservación de estas regiones es sugerente ya que

podrían corresponder a bolsillos hidrofóbicos o formar parte de zonas internas

confiriendo caracteristicas importantes relacionadas con la función de estas

proteínas.

Otra zona conservada en todas las ASR es la que involucra un potencial sitio

de miristoilación.Vale Ia pena destacar que en todos los casos esta secuencia se

encuentra adyacente o solapada con Ia primer zona hidrofóbica y que en algunos

casos, donde se verificó un segundo sitio putativo de miristoilación, este coincide

con la segunda zona hidrofóbica. Zheng y colaboradores (1993) determinaron que

un residuo miristoilo puede unirse a un bolsillo hidrofóbico, aportando estabilidad

estructural a la proteína. Se ha reportado además que la miristoilación es

importante para la unión a membranas (Vergeres, 1996) y es frecuentemente

encontrado en proteínas que las atraviesan. Existen evidencias de que las ASR

poseen localización nuclear (lusem et al., 1993; Gilad et aI., 1997), por Io tanto es

posible que el grupo miristoilofacilite su pasaje a través de la membrana del núcleo.

Otras regiones de importancia se revelaron al realizar Ia comparación de las

secuencias aminoacidicas de todas las ASR, mediante alineamiento múltiple. La

homología compatida por estas proteínas está concentrada en dos dominios, uno

hacia el N-terminal de 20 aa y otro hacia el C-terminal de 72 aa. La zona intermedia

es variable en secuencia y extensión. El dominio C-terminal de 72 aminoácidos está

altamente conservado, y es el que contiene la/s señales de miristoilacióny las dos

zonas hidrofóbicas.

Hasta aquí, este contexto permite postular que algunas de las caracteristicas

comunes encontradas en las ASR como Ia alta carga, alta hidrofilicidad, la
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estructura secundaria parcialmente desplegada y con alta accesibilidad al agua, los

dos dominios conservados (uno hacia el N-terminal y otro hacia el C-terminal), uno

de ellos conteniendo por Io menos dos regiones hidrofóbícas con sus potenciales

sitios de miristoilación, sean probablemente parte importante de los rasgos

estructurales relacionados con Ia función de estas proteínas.

Focalizándonos nuevamente en la composición aminoacídica, el alto

porcentaje de residuos cargados presentes en estas proteínas es un dato muy

llamativo. Garay-Arroyo y colaboradores (2000) adoptaron un criterio altamente

selectivo basado en el porcentaje de glicina y en el grado de hidrofllicidad, Io que

determinó una nueva clase de proteínas a las que denominaron hídrofilínas.Esta

categoria agrupa diversas proteinas provenientes de muy diferentes orígenes,

incluyendo el reino procariota. Todas ellas comparten el hecho de ser inducidas por

estrés osmótico, sugiriendo una adaptación común al déficit de agua. Esta

clasificacion incluye a todas las proteínas LEA,conocidas por su especificidad de

expresión en el último estadio de ontogenia de las semillas. Las LEA son

mayoritariamente hidrofílicasy se supone que protegen estructuras celulares frente

a la pérdida de agua (Durelll, 1993). Cuando se analizaron los parámetros

propuestos por Garay-Arroyo, todas las ASRs entraron en la categoría de las
hídrofi/¡nas.

Hasta la fecha, se han clonado y estudiado muchos de los ortólogos a Asr de

tomate (Canel et al., 1995; Chang et al., 1996; Padmanabhan et al., 1997; Riccardi

et a|., 1998; Hara et al., 2002; Cakir et aI., 2003, etc.); sin embargo no se conoce

aún Ia función de ninguno de ellos. En base a Io analizado esta aquí, se especula

con Ia posibilidad de que desempeñen una función dual: por un lado, la estructura

de proteína hidrofílicay con accesibilidad al agua y el hecho de pertenecer al grupo

de las hidrofí/¡nas, parece indicar un rol protectivo directo de estas proteínas en

respuesta al déficit hídrico de la célula; por otro lado, la ubicación nuclear de ASR1

de tomate, reportada por Iusem et al. (1993), y su capacidad de unión a ADN (Gilad

et al.. 1997), sugiere su participación en la protección de estructuras nucleares,

probablemente del ADN durante la pérdida de agua. En este sentido, Silhavy et al.

(1995), estudiaron una ASR de papa salvaje (DSZ), la cual es homóloga a ASR de

tomate en su regiones N-terminal y C-terminal y posee una región central

estructuralmente similar a un cierto tipo de LEA.En la zona C-terminal se encuentra

un motivo consenso de dirección nuclear. Su región N-terminal se caracteriza por
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poseer un motivo de 13 aminoácidos que se repite 10 veces, que es altamente

hidrofílicoy que forma una estructura de "random coil". Los autores postulan que en

esta porción reside la función de protección al ADN. Las proteínas ASR de tomate

no poseen esa repetición N-terminal, pero si son altamente hidrofilicas y poseen

gran parte de su estructura en "random coiI",al igual que el resto de sus ortólogos

en otras especies.

No se puede descartar, sin embargo, la posibilidad de que las ASR participen

de manera directa en Ia regulación de genes de respuesta a estrés. La reciente

aparición en el GenBank de una secuencia ortóloga a ASR. llamada VVMSA(por

Vitis vinifera Maturation, Stress, ABA), presente en uva, apoya esta hipótesis y

aporta interesantes datos en cuanto a la probable función de las ASR. Sus

descubridores, Cakir et al. (2003), demostraron que VvMSAse une a un fragmento

de 160 pb del promotor VvHT1, un probable transportador de monosacáridos en Ia

uva que se expresa durante Ia maduración del fruto (Fillon et aI., 1999). Al igual que

en tomate, Ia expresión del VvMSAes regulada por ABA, pero en el caso de uva, el

ABA sólo tiene efecto cuando actúa en combinación con la sacarosa. Sumado a

esto, el hecho de que VvMSA posee localización nuclear, lleva a los autores a

proponer que ASR de uva actuaría como parte de un complejo de regulación de la

transcripción involucrado en la vía de señalización del ABAy el azúcar. Por lo tanto,

otra de las posibles funciones de las ASR es Ia de participar, como factor de

transcripción, en Ia modificación del metabolismo y reubicación de los carbohidratos

desde los tejidos fuente hacia los tejidos de destino, durante Ia maduración misma

del fruto o como respuesta a algún tipo de estrés.

FamiliaAsr de tomate (L.esculentum): comportamiento frente al estrés

Los genes Asr de tomate fueron extensamente descriptos por Iusem et al.

(1993), Rossi y Iusem (1994), Amitai-Zeigerson et al. (1995) y Gilad et al. (1997),

mientras que Rossi et al. en 1996 determinaron que estos genes se encuentran

organizados en una familiay que mapean en el cromosoma 4.-Cabe preguntarse en

este punto, cuál es el sentido biológico de la existencia de una familia multigénica.

Una posible respuesta es que Asr1, Asr2 y Asr3 se expresen diferencialmente

presentando una especificidad temporal y/o tisular en respuesta a un determinado

estrés (van Zee et al., 1995).
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En este trabajo se analizaron los patrones de expresión de los genes Asr en

varios órganos, bajo distintos tipos y duración de estrés. Las dos estrategias

utilizadas (RT-PCR y Northern blot) permitieron evaluar el comportamiento de cada

gen de manera individualmás allá de Ia homología existente entre los miembros de

la familia. Los resultados mostraron claramente que cada Asr se comporta de

manera diferencial en diferentes órganos tanto en condiciones normales como en

situaciones de estrés. Al examinar más en detalle estos patrones, resulta llamativa

la elevada expresión en condiciones basales de Asr1 en tallo y de Asr3 en raíz y

hoja, lo que podría estar indicando que estos genes estén involucrados en algunas

funciones básicas de protección en condiciones no estresantes, constituyendo la

defensa previa requerida al comienzo del estrés. La expresión diferencial de

miembros de otras familias génicas ya ha sido reportada (Germain y Ricard, 1997;

Guan y Sacandalio, 1998). De hecho. un ortólogo a Asr de tomate, lp3 de pino,

mostró especificidad de órgano de cada uno de sus miembros en la respuesta al

estrés hídrico (Padmanabhan et al., 1997).

Otra conclusión interesante, surgida de los resultados obtenidos en los

experimentos de estrés hídrico en hojas y raíces, indica que las publicaciones

previas en las que se observaba un incremento en la expresión de “Asr”en hojas en

desarrollo de tomate (Gilad et al., 1997). hojas estresadas (Iusem et al.. 1993;

Amitai-Zeigerson et al., 1995) y raíces estresadas (Amitai-Zeigerson et al., 1995)

son en realidad el resultado de la inducción específica combinada de Asr1, Asr2 y

Asr3 en hojas y de Asr2 en raíces. Es importante subrayar que estos grupos

realizaron sus experimentos antes de reconocerse a Asr como familia multigénica y

que los resultados fueron obtenidos mediante Northern blot utilizando como sonda

el ARNm completo de Asr1.

La expresión diferencial de miembros de la familia Asr también se evidenció

frente a otros tipos de estrés. Mientras que Asr1 incrementó su expresión en todos

los órganos analizados luego someter a Ia planta a daño mecanico y a frío, Asr2

mostró sólo una inducción casi imperceptible frente al daño si se Io compara con

Asr1. La infección por hongos no modificó la expresión de ninguno de estos dos

genes. En este punto es oportuno señalar que. aunque la transducción de señales

generada por el estrés ambiental ha sido objeto de intensos estudios y muchos de

sus mecanismos han sido bien caracterizados, el escenario en relación a Io que



ocurre a nivel celular y molecular en una planta sometida a estrés, no es simple.

Las respuestas de las plantas al estrés son reguladas por múltiples vías de

señalización (Glazebrook J., 2001; Knight et al., 2001) que a menudo se

interconectan. produciendo verdaderas redes y generando solapamientos entre los

patrones de expresión de genes que son inducidos en respuesta a distintos tipos de

estrés (Durrant et al., 2000; Schenk et al., 2000; Seki et al., 2001; Chen et al.,

2002). Un ejemplo de ello proviene del análisis de transcriptomas mediante la

técnica de “microarrays” que determinó que un número sustancial de genes son

regulados coordinadamente por diferentes señales de estrés tales como infecciones

fúngicas (Schenk et a|., 2000), bajas temperaturas o estrés hídrico (Seki et a|.,

2001). El entracruzamiento entre las diferentes vias de señalización es algo tan

común en Ia respuesta de las plantas al estrés (Ingram y Barterls, 1996; Knight y

Knight, 2001) que muchos autores se han preguntado si realmente existe una vía

de respuesta específica a un determinado tipo de estrés (Knighty Knight.2001). En

el caso de los Asr de tomate se observa que, a diferencia de Asr1, Asr2 presenta un

el patrón de expresión restringido a un tipo particular de estrés (dentro de los casos

de estrés probados). En este sentido, StDsZ, un ortólogo a Asr en papa comercial

(So/amun tuberosum) es inducido específicamente por estrés hídrico y osmótico

pero no por estrés salino, ABA. frío, o anoxia (Doczi et al., 2002). Es probable

entonces, que los elementos regulatorios de la transcripción que le permiten a

muchos genes (entre los que estaría Asr1) responder a varios tipos de estrés, no

esten presentes en Asr2. En base a la hipótesis de Rossi et al. (1996) quienes

sugirieron que Asr2 seria el gen ancestral a partir del cual surgieron por duplicación

los otros dos miembros de la familia, resulta probable que Asr1 haya surgido como

una versión del gen original con la adquisición en su secuencia de nuevos

elementos regulatorios que le permitieron tener respuesta más amplia a diferentes

tipos de estrés, induciéndose no sólo por falta de agua sino también en respuesta a

daño mecánico y bajas temperaturas.

AI analizar la respuesta al estrés hídrico a nivel proteico utilizando el

anticuerpo anti-ASR1, se observó una correlación parcial con lo detectado a nivel

de ARNm en raíz, tallo y hoja para Asr1. En estos órganos la intensidad de la banda

proteica aumentó con el tiempo de exposición al estrés. En el caso de hoja. la

diminución detectada a las 12 horas concuerda con lo observado en la expresión
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del ARNm de Asr1. Sin embargo, Ia presencia de una banda proteica a las 24 horas

de estrés hídrico en raiz, tiempo al cual no se detecto mensajero de Asr1, indica

que, probablemente como consecuencia de la naturaleza policlonaldel anticuerpo

utilizado, sumado a la homología de las proteínas ASR, la respuesta particular de

ASR1 no puede ser identificada mediante este anticuerpo.

El análisis de Ia expresión a nivel celular mediante la técnica de hibridación

in situ, mostró que Asr1 y Asr2 se expresan de manera específica en células

acompañantes del floema de hojas cuando la planta no ha experimentado ningún

tipo de estrés. Estos resultados tienen puntos de coincidencia con los obtenidos por

Rossi et al. (1998), quienes por medio de una construcción de fusión entre el

promotor de Asr2 y el gen reportero Gus observaron expresión de este gen en

sistema vascular de papayas transformadas. Varios son los ejemplos reportados de

genes que responden a algún tipo de estrés y cuya expresión en condiciones

normales esta localizada en tejido vascular y/o en meristema radicular. En este

sentido, dentro del grupo de las LEAexiste un subgrupo denominado dehídrinas y

la acumulación de muchos de sus miembros en sistema vascular está ampliamente

documentada (Godoy et al., 1994; Houde et al., 1995; Danyluk et al.. 1998; Bravo et

aI., 1999; NyIander et aI., 2001). NyIander et aI., 2001, quienes estudiaron la

expresión de las dehídrinas ERD14 y la LT29, han postulado que estas proteínas

podrían funcionar como “atractantes” de agua desde el xilema hasta los tejidos de

destino. Se ha reportado también la expresión especifica en células del floema de

otros genes de respuesta a estrés, como SalT en hojas de maíz, inducible por alta

salinidad (Furumoto et al., 2000) y Atrab28, una LEA de Arabídopsis relacionada

con la tolerancia a toxicidad catiónica (Borrell et a|., 2002). Recientemente,

Sugiharto et al. (2002) determinaron que Ia expresión de SoDip22, un ortólogo a Asr

en caña de azúcar, se localiza en células del tejido vascular de la hoja.

EI sistema vascular, así como los meristemas, son tejidos cruciales para el

crecimiento y Ia supervivencia de la planta y necesitan una protección adicional en

condiciones normales. Como se mencionó anteriormente, la acumulación en

condiciones basales de genes de respuesta a distintos tipos de estrés podría

representar un sistema de defensa constitutivo. Aunque los resultados de Northern

blot mostraron que la expresión basal de Asr1 y Asr2 en la hoja no es muy elevada,

su presencia específica en células acompañantes de floema es coherente con el



hecho de que el tejido vascular es uno de los tejidos más involucrados en Ia

regulación del estado hídrico de la planta (Davies, 1986). Por otro lado, resulta

interesante que la acumulación de los transcriptos en hoja se vea extendida hacia

las células parenquimáticas circundantes cuando la planta es sometida a estrés

hídrico. Es probable que la especificidad tisular inicial en condiciones óptimas se

vea alterada ante condiciones adversas ampliándose el tipo celular donde se

expresen estos genes. Sin embargo, no puede descartarse Ia posibilidad de que

esta detección inespecífica de la expresión se deba en realidad a un transporte del

ARNm hacia las células parenquimáticas. El movimiento de ácidos nucleicos a larga

distancia fue observado también en infecciones virales de plantas (Lucas y

Gilbertson, 1994). Posteriormente, evidencias de movimiento intercelular de ARN

no viral surgieron de estudios de silenciamiento génico pos-transcripcional (PTGS)

(Vaucheret et al., 1998). A partir de trabajos realizados inicialmente por Kuhn y

colaboradores (1997), se determinó que el ARN endógeno también es transportado

a través del sistema vascular. Luego surgieron otros trabajos que aportan más

evidencias y que coinciden en determinar que el transporte de ARN endógeno

ocurre más promiscuamente de lo que se pensaba (Sasaki et a|., 1998, Xoconostle

Cazares et al., 1999; Ruiz-Medrano et aL, 1999). Respecto a Ia expresión en raíces

estresadas, los resultados coincidieron con lo observado por las técnicas de RT

PCR y Northern blot, donde se detectó Ia expresión de Asr2 pero no la de Asr1 bajo

esas condiciones de estrés.

¿Qué sucede con la expresión de los Asr en órganos que normalmente no

están sujetos a estrés? Ya que en condiciones basales el nivel de expresión es

variable, se decidió evaluar el comportamiento de estos genes en el fruto y la flor

para determinar si dicha variabilidadestá presente también en estos órganos.

En fruto, la acumulación de los transcriptos de Asr1 y Asr2 se evaluó en el

pericarpio durante la maduración. Ambos ARNm mostraron un pico en su expresión

al comienzo, cuando el fruto está completamente verde, para luego disminuir

gradualmente durante el proceso madurativo. Estos resultados difieren de los

obtenidos por Gilad et al. (1997), quienes determinaron que la expresión de Asr se

incrementaba en la maduración del fruto en L. escu/emtum cv Ailsa Craig. Debido a

que no se examinó Ia expresión de Asr3, no puede descartarse que el incremento

observado por Gilad y colaboradores sea consecuencia de Ia expresión de este



miembro de la família en estadios tardíos de la maduración del fruto. Ya que los

ensayos realizados en este trabajo se hicieron con L. escu/entum UC82b (y no con

Aílsa Craig), otra posibilidad es que el polimorfismo dependiente del genotipo en las

secuencias reguladores de Asr pueda influir en este tipo de comportamientos

contrastantes, de manera similar a Io hallado en el fruto de pomelo con alta y baja

acidez (Canel et al., 1995).

Hasta la fecha, el estudio de Ia expresión de ortólogos a Asr de tomate en

otras especies se ha focalizado en el análisis del comportamiento de estos genes

en tejidos vegetativos sometidos a algún tipo de estrés. Sólo recientemente se

reportó que el Asr de uva (VvMSA)se expresa en grandes cantidades al comienzo,

para ir declinando hacia el final de la maduración del fruto (Cakir et a|., 2003). Por Io

tanto, los datos de expresión de VvMSAen fruto coinciden con lo observado para

Asr1 y Asr2 de L. esculentum, (alta expresión al comienzo de la maduración y baja

expresión al final).

AI evaluar la expresión de los Asr en la flor se observó nuevamente una

expresión diferencial de los miembros de la familia Asr. A diferencia de Asr2. la

acumulación de Asr1 en estructuras de Ia flor es llamativa por su alta cantidad,

sobre todo en pétalos y estructuras sexuales. En este contexto, Imai et al. (1995)

reportaron el caso del gen lea25, una LEAque se expresa en órganos sometidos a

estrés hídrico, así como también en la flor. Tanto en el caso de lea25 como en el de

Asr1, es probable que la presencia de estos transcriptos esté clrcunscripta al polen.

ya que en el curso de su desarrollo, el polen pierde agua hasta que su contenido.

según las especies, llega al 6-35% (Heslop-Harrison, 1987). Otro ejemplo esta dado

por la proteína LLA23de Liliumlongiflorum (proteína tipo ASR) que es específica de

polen y sus transcriptos se acumulan en la última etapa de su maduración (Wang et

aL, 1998).

No es de fácil interpretación el hecho de encontrar una alta expresión de

Asr1 en pétalos. Muchos genes que responden a estrés también modifican su

expresión en procesos que están relacionados con las distintas etapas del

desarrollo de una planta. Tal es el caso del gen ATHBGde Arabidopsís, cuyo patrón

de expresión está controlado durante el desarrollo de carpelos y es a su vez

regulado en respuesta a diversos tipos de estrés (Soderman et al..1999). Es

probable entonces que la alta expresión de Asr1 pétalos esté relacionada con la

etapa del desarrollo de estos tejidos florales.
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Analizandobandas proteicas no esperadas

Cuando se examinó Ia expresión de las ASR de tomate a nivel proteico, se

sabía que el tipo de anticuerpo con el que se contaba (policlonal anti-ASR1) podría

brindar información parcial, ya que resultaba altamente probable una reacción
cruzada con los demás miembros de la familia. Lo interesante del resultado estuvo

dado por la detección de bandas dei doble y triple del tamaño esperado (15 kDa

para ASR1), tanto en el caso de hoja como en el fruto. Teniendo en cuenta que las

ASR poseen motivos consenso de miristoilación y de fosforilación, la primer

explicación que podría justificar un aumento de tamaño en la proteína es Ia de una

modificación pos-traduccional. Pero el aporte del grupo miristoilo y/o del grupo

fosfato no es suficiente para modificar la movilidad electroforética en la magnitud

observada (George y Blackshear. 1992; Thomas et a|., 2000; T.Tanos,

comunicación personal). Por lo tanto, las diferencias observadas no correponden a

ese tipo de modificación. Otra posibilidad es que el anticuerpo estuviera

reconociendo un cuarto miembro no reportado de la familia. de mayor tamaño a los

ya conocidos. Sin embargo, el hecho de que las bandas fueran del doble y triple a

Io esperado resultaba más que llamativo e ¡ndujo a pesar en la posibilidad de que

ASR estuviera en realidad formando dímeros y trímeros. Esto, sumado a que se

observó una correlación entre las intensidades entre ambas bandas, determinó que

se realizaran ensayos teniendo como objetivo "desarmar" los probables agregados.

Dado que las ASR no tienen cisteínas, queda descartada la posibilidad de que las

uniones fueran a través de puentes disulfuro. Sin embargo, resulta evidente que el

tipo de unión no era fácilmente separable por SDS (presente en el “cracking buffer"

y en el gel). La naturaleza fuerte de la putativa interacción quedó clara al lograr

incrementar sólo parcialmente la banda de 15 kDa luego del agregado de un agente

caotrópico como la urea a la solución proteica y al gel. Este resultado era alentador

en cuanto a la hipótesis de formación de dímeros, que quedó clara cuando pudo

obtenerse una banda de 15 kDa, a partir de Ia banda de 30 kDa eluída directamente

del gel. luego del tratamiento con urea. La sorpresiva detección de una banda de 45

kDa, tanto a partir de la banda de 30 kDa como de la de 15 kDa, refleja Ia clara

tendencia de ASR a formar agregados (homo y/o hete dímeros y trímeros). Dada la

posibilidad de formación de "artefactos" generados por los tratamientos a los que se

sometió a las proteínas, no es posible determinar cuál sería la conformación nativa

Discusión
-73



de ASR dentro de la célula, para Io cual son necesarios experimentos de

separación en tamiz molecular. Sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos,

resulta razonable asumir que ASR forma oligómeros, y posiblemente se encuentre
en forma multimérica dentro de la célula.

Recientemente Bar Zvi et al. coincidieron en la posibilidad de que ASR1

forme un dímero, y plantean que la porción C-terminal seria Ia involucrada en la

dimerización (datos no publicados). En este sentido, y a pesar de que hasta la

fecha no hay datos reportados acerca de la formación de estas estructuras en

proteínas tipo ASR, se conocen otros grupos que responden a estrés y que

funcionan en forma de dímeros o trímeros. Dentro de las proteínas LEA,que como

se sabe responden a estrés hídrico, y que en su mayoria se encuentran como

monómeros en su estado nativo (Mc.Cubbin et a|., 1985; Ceccardi et al., 1994;

Lisse et al., 1996; Garay-Arroyo et aL, 2000). existe un pequeño grupo que forman

dímeros o tetrámeros (Dure, 1993; Ceccardi et al., 1994; Kazuoka y Oeda, 1994).

Otro ejemplo son las proteínas del grupo de las HD-Zip (homeodomain-Ieucine

zipper) de Arabidopsis, conocidos factores de transcripción que pueden actuar

como activadores (Aoyama et al., 1995) o represores (Meijer et aI., 1997) de genes

río abajo, uniéndose al ADN blanco como dímeros (Sessa et aI., 1993). Soderman

et al. (1999) caracterizaron una proteína de este grupo que funciona como dímero y

que responde a condiciones de falta de agua. En el caso de ASR de tomate, la

formación de oligómeros, sumado a su localización nuclear (Iusem et al., 1993), a

la posibilidad de unión a ADN (Gilad et a|., 1997) y a su homología con una proteína

de uva que se une al promotor de un transportador de hexosas (Cakir et al., 2003).

apoyan Ia hipótesis de la participación de estas proteínas como factores de

transcripción en algún paso de Ia respuesta al estrés y en eI desarrollo. Sin

embargo, como se mencionó anteriormente, las caracteristicas de su estructura

proteica no permiten descartar su roIen Ia protección directa a Ia desecación.

Expresión de ASR1en sistemas heterólogos

Dado que un gran número de proteínas se expresan en tejidos vegetativos

cuando una planta es estresada por déficit hídrico, es razonable proponer que Ia

protección celular bajo condiciones subóptimas de disponibilidad de agua es el

resultado del efecto combinado de muchas diferentes proteínas. Esta protección
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puede deberse a efectos independientes o aditivos, mediados por proteínas

individuales y/o a interacciones de estas proteínas con otras. Sin embargo,

tomando como ejemplo el caso de las LEA,donde varios miembros de esos grupos

poseen estructuras primarias conservadas y únicas, es también razonable predecir

que al menos parte de la putativa función de protección estará dada por el resultado

de contribuciones individuales de cada grupo proteico y que esas contribuciones

pueden ser demostradas y analizadas independientemente. Es por ello que en la

última parte de este trabajo se comenzó con la puesta a punto de sistemas de

expresión heterólogos como método para evaluar el probable rol protectivo de las
ASR.

En este sentido, existen en nuestro laboratorio antecedentes de la utilización

de E. coli como sistema de sobre-expresión de ASR1 para evaluar su aporte frente

al estrés por luz UV. La relación de ASR1 con este tipo de estrés surge de

experimentos de Covarrubias A.A. y su grupo (comunicación personal) quienes

demostraron, mediante ensayos in vitro, que al incubar una enzima "reporter" con

una hídrofilina (clase a la que se demostró pertenencen las ASR) la primera

mantuvo su actividad luego de ser irradiada con luz UV, mientras que con otras

proteínas, utilizadas como control, la actividad enzimática disminuyó. Basado en

estos antecedentes, los resultados de J. Moreno (tesis de Licenciatura), apuntaron

en la misma dirección, ya que las bacterias que sobre-expresan ASR1 mostraron

una mayor sobrevida frente a la luz UVque aquellas que no Ia expresan. Como se

mencionó en "Resultados", la disminución en la viabilidad bacteriana en

condiciones sin estrés, generada por la acumulación de ASR1, hacían necesaria

una puesta a punto de este sistema de expresión. Esto se logró mediante el

subclonado de la proteína en un plásmido con promotor regulable, que permitió

generar un cantidad de producto no tóxico para las bacterias. Sin embargo, el

efecto protectivo esperado no se conservó, ni en ensayos de irradiación con UVni

en ensayos de crecimiento en medio salino. ¿Es entonces el efecto protectivo,

resultado de la mera sobre-expresión de cualquier proteina y no de la presencia

específica de ASR1?. Los ensayos de J.Moreno descartan esta posibilidad ya que

Ia sobre-expresión de una proteína control no generó el efecto obtenido con ASR1.

Las diferencias observadas entre los resultados de J.Moreno y los realizados en

este trabajo. podrían atribuirse a priori a la utilización de otra cepa de E. coli (DH5-a



en vez de BL21) que de por sí tiene una mayor sensibilidad a la irradiación por luz

UV. Por lo tanto, es probable que, para poder visualizar la acción protectiva dada

por bajas cantidades de ASR1 frente al estrés, se necesite una nueva puesta a

punto de ciertas variables en este nuevo "backgroung" genético a fin de que el

efecto protector de ASR1 frente al estrés impuesto sea evidente; entre ellas. se

pueden mencionar la dosis de irradiación utilizada (tiempo y distancia de exposición

a la lámpara UV), la concentración salina en el medio de crecimiento, tiempo de

exposición a la sal, etc.

Paralelamente, se realizaron ensayos preliminares utilizando el sistema de

expresión heterólogo de S. cerevísíae. Las levaduras han sido consideradas un

excelente modelo eucariota para el estudio de los mecanismos que subyacen a la

tolerancia al estrés salino, particularmente porque se ha demostrado que los

hongos y las plantas superiores no sólo tienen un sistema de transporte iónico

similar en sus membranas plasmáticas (Serrano et al., 1997), sino que también

comparten similares mecanismos de destoxificación (Gaxiola et al., 1992) y

probablemente, algunas vias de transducción de señales (Lee et al, 1999).

La primera observación interesante es que, pese a que ASR1 causó un

efecto perjudicial en el crecimiento de las levaduras, su presencia conflrió a las

células una ventaja en la sobrevida en medio con alta concentración de sal. El

hecho de que el mayor porcentaje de sobrevida se observe a tiempos cortos puede

deberse a que la toxicidad causada por acumulación posterior de la proteina supere

el efecto de protección observado inicialmente. Por otro lado, aunque el efecto

claramente disminuyócon el tiempo, este parece mantenerse dentro de las 24horas

a diferencia de las levaduras sin ASR1 cuyo porcentaje de sobrevida cayó aún más

en este periodo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos, entre otros, por

Imai et al. (1995) quienes demostraon que LEA25, una LEAde tomate, introducida

en levaduras generó un "lag" más corto en su crecimiento frente al estrés salino.

AIanalizar estos resultados es oportuno tener en cuenta que las levaduras

poseen mecanismos propios de mitigación del estrés que pueden activarse en

respuesta a la alta salinidad del medio. Sin embargo. frente al estrés salino, las

células expresando ASR1 mostraron una leve ventaja en la sobrevida respecto a

aquellas que no la expresan. En este contexto, podria señalarse a ASR1 como la

responsable de esa ventaja. Sin embargo, se debe ser cuidadoso en este punto ya



que se ha reportado que Ia producción de proteínas heterólogas en levaduras

podrían también gatillar las respuestas intrínsecas de estrés como Ia producción de

glicerol por Ia vía HOG (High osmolarity glicerol), la cual puede contribuir a la

tolerancia al estrés iónico y osmótico (Albertyn et al., 1994). Si bien deberán

realizarse ensayos de expresión y desafío en levaduras mutantes para esta vía, de

manera de poder asignar fehacientemente a ASR1 Ia función protectiva observada,

publicaciones previas de estudios realizados con proteínas de respuesta a estrés

(en general LEA) (Zhang et aI., 2000; Swire-Clark y Marcotte, 1999; lmai et al..

1995). señalan que este tipo de proteínas (similares en carga y tamaño a las ASR)
no activan la vía HOG.

Finalmente. es bueno subrayar las razones por las cuales resulta importante

el estudio de genes de respuesta a estrés como los Asr. El intentar comprender los

mecanismos moleculares que se disparan a partir de una señal abiótica como la

falta de agua, el daño o el frío, no sólo resulta apasionante en lo que al

conocimiento básico se refiere, sino que además. combinado con estudios en otras

áreas del conocimiento como la fisiología vegetal y Ia ecología, aportará las

herramientas indispensables para Ia producción de plantas que puedan crecer (o al

menos que puedan conservar su rendimiento) en ambientes a los que hoy en día se

consideran subóptimos o sencillamente no utilizables.



CONCLUSIONES



Se determinó Ia existencia de características estructurales comunes a las

proteínas ASR.

Se comprobó la expresión diferencial de los miembros de la familia génica Asr

de tomate en distintos órganos y en distintas condiciones de estrés.

Se estableció la localización tisular de Ia expresión de Asr1 y Asr2 en

condiciones normales de riego y en condiciones de estrés hídrico.

Se demostró que ASR forma agregados moleculares (dímeros y trímeros).

Se obtuvieron resultados preliminares del rol protectivo de ASR1 en sistemas de

expresión heterólogos.
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