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Resumen 
 
 

Aproximación a la evolución y función de la familia génica Asr . 
 
 
 

Los genes Asr están presentes en plantas con semilla formando, en general, familias 
génicas de pocos miembros. Su función precisa es desconocida hasta el momento, pero 
estudios recientes llevan a pensar que estos genes son factores de transcripción 
involucrados en la regulación del transporte de azúcares en la planta.  

En esta tesis hemos analizado la evolución de la familia génica Asr en plantas con 
semilla con un especial énfasis en el género Lycopersicon (tomates). Encontramos que 
las relaciones de ortología de las proteínas ASR pueden definirse sólo entre especies 
cercanas evolutivamente. En un árbol filogenético, las proteínas ASR de tomate y papa 
forman un cluster consistente, separado de las ASR de otras dicotiledóneas, 
monocotiledóneas y gimnospermas. Las dos observaciones anteriores pueden explicarse 
por eventos de evolución concertada y “nacimiento y muerte” de genes. Asimismo, 
investigamos la evolución de los cuatro Asr en especies silvestres de tomate y pudimos 
comprobar que Asr1 tiene una evolución más lenta que los otros tres genes, tanto a nivel 
sinónimo como de reemplazo. Creemos que este patrón se debe a sus altos niveles de 
expresión y a sus diversas funciones en distintos tejidos de la planta.   

Además, hemos generado plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosum) y 
tabaco (Nicotiana tabacum) que sobreexpresan o tienen silenciado el gen Asr1. Del 
análisis de estas plantas podemos concluir que este gen regula los niveles de hexosas en 
la célula, pero no de otros azúcares. En este sentido, tenemos evidencias que indican 
que Asr1 estaría directa o indirectamente controlando los niveles de algunos 
transportadores de hexosas en tejidos “destino”, por lo tanto actuando como regulador 
de la importación de estos azúcares.    

Por último, por medio de microscopia de fuerza atómica, observamos el pegado de 
la proteína ASR1 al ADN. Confirmando evidencia previa, vimos dímeros de ASR1 
interaccionando con un ADN doble cadena.  
 
 
 
 
Palabras clave: genes Asr, Lycopersicon, tasas de evolución, uso de codones, conversión 
génica, “nacimiento y muerte” de genes, Asr1, Solanum tuberosum, tubérculo, 
transportadores de hexosas, pegado al ADN, homodimerización.   
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Abstract 
 
 

I nsights into the evolut ion and function of the Asr gene family. 
 
 
 

Asr genes are present in the genomes of seed plants, in general forming small gene 
families. Their precise function is currently unknown, but recent reports have suggested 
that Asr genes encode transcription factors involved in the regulation of sugar 
mobilization in planta.     

In this thesis we have analyzed the evolution of the Asr gene family in seed plants 
and particularly focused in the genus Lycopersicon (tomatoes). We have found that the 
orthology relations among the members can only be inferred between closely related 
species. In a phylogenetic tree, ASR proteins from tomato and potato form a consistent 
cluster, separated from ASRs from other dicots, monocots and gymnosperms. These 
observations can be explained by events of concerted evolution and “birth and death of 
genes”. At the same time, we investigated the evolution of the four Asrs in tomato wild 
species. We could see that Asr1 has a slower evolutionary rate both at synonymous and 
replacement sites when compared to the other three genes. We think that this pattern is 
caused by its high expression level and multiple functions in different tissues of the 
plant.  

In addition, we generated potato (Solanum tuberosum) and tobacco (Nicotiana 

tabacum) transgenic plants that overexpress or silence Asr1 gene. From the analysis of 
these plants we can conclude that this gene is regulating the quantities of hexoses (but 
not other sugars) in the cells. In this direction, we have evidence supporting that Asr1 
would be directly or indirectly involved in controlling the levels of hexose transporters 
in “sink” tissues, thereby acting as a regulator of hexose uptake. 

 Finally, by means of atomic force microscopy, we observed ASR1 protein bound to 
DNA. Corroborating previous evidence, we saw ASR1 dimers interacting with double-
stranded DNA.  
 
 
 
 
Keywords: Asr genes, Lycopersicon, evolutionary rates, codon usage, gene conversion, 
“birth and death” of genes, Asr1, Solanum tuberosum, tubers, hexose transporters, DNA  
binding activity, homodimerisation.   
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Primera parte 
 
Las Solanáceas y el género Lycopersicon 

 
Las familia Solanaceae está compuesta por más de 3000 especies, muchas de las 

cuales surgieron en la región andina o la Amazonia en Sudamérica. Las Solanáceas 

habitan regiones con climas muy distintos y presentan una gran diversidad fenotípica 

(Knapp et al., 2004). Este clado es muy importante a nivel económico porque agrupa 

especies de interés agronómico (papa, tomate, berengena, pimiento y tabaco), especies 

ornamentales (géneros Petunia y Schizanthus) y plantas que tienen compuestos de uso 

medicinal (géneros Capsicum y Datura). Todas estas plantas comerciales se han 

originado a partir de variedades silvestres que han sido “mejoradas” para ciertas 

características particulares. Por ejemplo, el tabaco ha sido seleccionado artificialmente 

para tener hojas más grandes.  

Algunas solanaceas son importantes organismos modelo para estudiar distintos 

procesos biológicos; el tomate para estudiar maduración de fruto, Nicotiana 

benthamiana  

(una especie cercana al tabaco) para la defensa contra patógenos y las petunias para la 

biosíntesis de antocianinas. Durante el desarrollo experimental de esta tesis se han 

utilizado tres solanáceas: tomates (género Lycopersicon), papa cultivada (Solanum 

tuberosum) y tabaco (Nicotiana tabacum). Tanto la papa, como el tabaco presentan la 

ventaja (sobre el tomate) de ser fácilmente transformables y allanan, por lo tanto, los 

estudios genéticos.  

 Lycopersicon es un género con pocas especies dentro de la extensa y diversa 

familia Solanaceae. Esta familia cuenta con alrededor de 90 géneros que están divididos 

en dos subfamilias, Solanoideae y Cestroideae. Esta división se basa principalmente en 

los diferentes patrones de desarrollo embrionario: Solanoideae posee embriones 

enrollados de diámetro más o menos uniforme, mientras que Cestroideae tiene 

embriones típicamente derechos o apenas curvados. Solanoideae muestra uniformidad 

citogenética ya que todos sus miembros tienen un número básico de n=12; en cambio 

Cestroideae tiene números cromosómicos variables, raramente 12. El género 

Lycopersicon es un típico integrante de la subfamilia Solanoideae, todos sus miembros 

presentan 2n=24. La subfamilia Solanoideae está subdividida en tribus;  Lycopersicon  

pertenece a la tribu Solaneae que contiene 18 géneros. Lycopersicon es el género con 
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menor número de especies y el más próximo al género Solanum (al que pertenece la 

papa), el cual es el más extenso dentro de la familia. Solanum incluye 1500 especies y 

es el género más diverso y complejo dentro de las plantas vasculares, lo cual genera 

problemas a los taxónomos y a la vez pone en duda el estado de género independiente 

de Lycopersicon. Linneo (1753) ubicó a todas las especies de tomate dentro del género 

Solanum. Miller (1754) les dio a las especies de tomate un reconocimiento como 

género. La postura de Miller sigue siendo utilizada por la mayoría de los científicos 

abocados a la botánica y también por los “mejoradores” de plantas.    

Algunos autores (entre ellos Bohs y Olmstead, 1999 y Peralta y Spooner, 2001) 

han pretendido reincorporar al género Lycopersicon dentro de Solanum. En este trabajo 

se mantendrá la taxonomía tradicional (Lycopersicon separado de Solanum). Esta 

elección está basada en cuestiones meramente operativas; manteniendo la nomenclatura 

tradicional se pueden diferenciar por el género las especies de papa (que forman 

tubérculos, género Solanum) y  las de tomate (que no forman tubérculos y tienen frutos 

conspicuos, género Lycopersicon).  

En esta tesis se utilizó el género Lycopersicon como modelo experimental, por lo 

tanto, en las páginas siguientes se incluye una descripción biogeográfica y filogenética 

del mismo.   

  

 

 Distribución geográfica y diversidad de Lycopersicon 

 

El género Lycopersicon está compuesto por nueve especies salvajes (Rick 1979) 

que crecen en el oeste de América del sur, desde Ecuador hasta el norte de Chile (figura 

1). 
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 Todas las especies son diploides (2n = 24) (Rick 1979). Los sistemas de 

apareamiento varían desde auto-incompatible, auto-incompatible facultativo a 

totalmente auto-compatible. Los tomates tienen un tipo de autoincompatibilidad 

gametofítica controlada por el “locus” S, que permite al pistilo de la planta reconocer al 

polen con el mismo haplotipo (Kondo et al. 2002). 

Muller (1940) dividió al género Lycopersicon en 2 subgéneros:  

 

 

 

 

Figura 1. Algunas localidades en 
las que se han encontrado 
poblaciones de especies salvajes 
de tomate. El mapa no muestra a 
las islas del Archipiélago 
Galápagos (Ecuador), en las 
cuales también habitan especies 
silvestres de tomate . 
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     características morfológicas 

1) Eulycopersicon      frutos de color naranja a rojo  

  semillas planas 

  inflorescencias sin bracteas 

  hojas sin pseudoestípulas 

 

2) Eriopersicon                       frutos verdes principalmente.    

     semillas gruesas 

     inflorescencias bracteadas 

     hojas con pseudoestípulas  

 

 

Posteriormente, Luckwill (1943) sumó más especies al género Lycopersicon, 

pero mantuvo los grupos propuestos por Muller. Más tarde Rick (1979), al aumentar el 

numero de especies del género propone un nuevo agrupamiento de los tomates en 

función de la posibilidad de cruzarlos (y obtener progenie) con los distintos cultivares 

de Lycopersicon esculentum (tomates cultivados comercialmente, obtenidos por 

selección artificial). De está manera dividió al género Lycopersicon en dos complejos, el 

complejo “peruvianum” y el complejo “esculentum”. El complejo “esculentum” incluye 

siete especies, Lycopersicon esculentum, Lycopersicon pimpinellifolium, Lycopersicon 

cheesmanii, Lycopersicon parviflorum, Lycopersicon chmielewskii, Lycopersicon 

pennellii, Lycopersicon  hirsutum y el complejo “peruvianum” cuenta con dos especies: 

Lycopersicon chilense y Lycopersicon peruvianum. La figura 2 resume las cambios 

temporales en la clasificación intragénerica de Lycopersicon así como los cambios de 

nombre para cada especie. La propuesta de Child  (1990) introduce algunos cambios e 

incluye a las especies de tomate en el género Solanum.   

Como ya hemos dicho, las especies pertenecientes al complejo “peruvianum” no 

pueden ser cruzadas fácilmente con los cultivares de tomate comercial, en cambio las 

del complejo “esculentum” dan híbridos que son totalmente fértiles. Se han creado 

líneas de introgresión tanto de Lycopersicon hirsutum (creadas por el grupo de Steven 

Tanksley en la Universidad de Cornell, USA; Monforte y Tanksley, 2000) como de 

Lycopersicon pennellii (creadas por el grupo de Dani Zamir de la Universidad Hebrea 

de Jerusalém, Israel; Eshed et al., 1992) en el genoma de Lycopersicon esculentum.  A 

pesar de los grandes impedimentos que hay para obtener híbridos entre el complejo 
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“peruvianum” y los cultivares de Lycopersicon esculentum, ha habido algunos intentos 

exitosos que han producido descendencia.  Smith (1944) fue el primero en usar la 

técnica de “rescate de embriones” en cultivo para obtener plantas cruza de Lycopersicon 

peruvianum y un cultivar de tomate. Un notable logro de mejoramiento vegetal 

vinculado con el complejo “peruvianum” es la introducción, por métodos de genética 

clásica, de un gen de resistencia (Tm22) al virus de mosaico del tomate (TMV) en 

cultivares de tomate europeos. La resistencia deriva originalmente de híbridos obtenidos 

por Alexander (1963). Alexander y Hoover (1953) encontraron resistencia a TMV en 27 

líneas del complejo “peruvianum”.   

En general todas las especies de tomate presentan una gran importancia para el 

mejoramiento vegetal, ya que posiblemente contengan genes de resistencia tanto a 

estreses abióticos como bióticos. Las técnicas de transgénesis con las que se cuenta en 

la actualidad permitirían obtener con celeridad plantas de tomate u otras especies 

resistentes a virus, bacterias, nemotodos, hongos, etc.. La dificultad radica en la 

identificación y clonado del gen de resistencia en cuestión, cosa que no es necesaria si 

se usan estrategias de mejoramiento tradicionales. La obtención de plantas resistentes al 

estrés hídrico, al frío o a una alta intensidad de rayos UV implica seguramente un mayor 

trabajo debido a que los caracteres mencionados son multigénicos. Las bases 

moleculares de resistencia a estos estreses son pobremente conocidas, pero es posible 

que la obtención de una planta resistente implique la introducción de varios genes de 

una planta salvaje que habita en ambientes extremos.     
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Relaciones filogenéticas de las especies del género Lycopersicon 

 
 

Dos trabajos pioneros en tratar de dilucidar las relaciones filogenéticas entre los 

miembros del género Lycopersicon son los de Palmer y Zamir (1982) y McClean y 

Hanson (1986). Ambos utilizan información de patrones de restricción de DNA de 

organelas para construir la respectiva filogenia. El primero de los trabajos utiliza DNA 

mitocondrial y muestra un árbol hecho con el método de distancia UPGMA. Los autores 

del segundo trabajo parten de DNA de cloroplastos y obtienen un árbol por el método 

de Máxima Parsimonia. Miller y Tanksley (1990) construyen un dendrograma 

(mediante el método de UPGMA) del género Lycopersicon con patrones de RFLP de 40 

marcadores de DNA nuclear ya clonados, mapeados y secuenciados. Once años más 

tarde, Marshall et al. (2001) publican un trabajo en el que secuencian la parte del DNA 

genómico correspondiente al RNAr 5.8S y los internal transcribed spacers contiguos 

(ITS1 + ITS2). Los ITSs son secuencias que luego van a ser eliminadas del transcripto y 

no forman parte del RNAr 5.8S, por lo que posiblemente no estén sometidos a ninguna 

presión selectiva en su secuencia nucleotídica. Es factible que su largo sí esté sometido 

a ciertas restricciones evolutivas, como así ciertas posiciones nucleotídicas necesarias 

para el correcto procesamiento del RNA o para mantener una correcta estructura 

secundaria. Con estos datos, Marshall y colaboradores  utilizan el método de Máxima 

Parsimonia para construir la filogenia de Lycopersicon. En el mismo año, Peralta y 

Figura 2. La clasificación intragenérica en Lycopersicon a través del tiempo. 
Se encuadra la clasificación de Rick (1979), la cual será utilizada en esta tesis. 
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Spooner (2001)  reportan una filogenia de los tomates realizada con la secuencia del gen 

nuclear de una sintetasa de almidón unida al gránulo (GBBSI). El árbol está construido 

con el método de Máxima Parsimonia. Frankel y colaboradores (2003) reanalizan las 

secuencias obtenidas por Marshall (2001) y obtienen un árbol distinto al que habían 

publicado los autores de las secuencias. Hasta el momento estos son los trabajos que 

abordan la problemática de las relaciones entre los miembros del género. Nos 

abocaremos a analizar los tres últimos trabajos publicados sobre la filogenia del género. 

Los tres trabajos dan filogenias bastante congruentes entre sí. Sin embargo quedan un 

punto conflictivo, que es la monofilia de las variedades de L. peruvianum.  

En las figuras 3, 4 y 5 se muestran los árboles de Peralta y Spooner (2001), 

Marshall et al. (2001) y Frankel et al. (2003), respectivamente. Del análisis de los 

mismos se puede concluir que la aparición de una coloración que no sea verde en el 

fruto fue un evento único en la evolución. Este evento ocurrió en el ancestro de L. 

esculentum, L.cheesmanii y L. pimpinellifolium. Por otro lado, el árbol de Marshall et al 

(2001) parece mostrar que la adquisición de autocompatibilidad ocurrió una única vez 

en la evolución. Sin embargo, dentro de las especies que se marcan como incompatibles 

hay bastantes casos de poblaciones que han adquirido autocompatibilidad, como es el 

caso de L.hirsutum (Kondo et al., 2002)   

 Tanto el árbol de Peralta y Spooner como el de Frankel y colaboradores 

sustentan la hipótesis de que la especie L.peruvianum es parafilética. Si así fuese, las 

similitudes fenotípicas entre las distintas variedades de L.peruvianum podrían deberse a 

una convergencia evolutiva. La retención de una morfología ancestral en las variedades 

de peruvianum asociado a cambios en la morfología de las otras especies también 

podría explicar el parecido morfológico de linajes evolutivamente separados.  

 En este trabajo de tesis utilizaremos la filogenia de Frankel et al. (2003), que 

describe en forma confiable las relaciones de las especies que utilizamos para el trabajo 

experimental.    
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Figura 3. Árbol de Peralta y Spooner (2001).  El árbol (consenso estricto de 15.000 árboles 
igualmente parsimoniosos) se caracteriza por una politomía basal importante dentro del 
grupo monofilético de los tomates.  Sobre cada rama están los valores de bootstrap de 1000 
réplicas. Además muestra un clara posición parafilética para las variedades de Lycopersicon 
peruvianum del norte y del sur. chm = L. chmielewskii. chs = L. cheesmanii. hab = L. 

hirsutum. lyp = L. esculentum. lypc = Lycopersicon esculentum. var. cerasiforme.  neo= L. 

paviflorum. pen = L. pennellii. per = L. peruvianum. perg = L. peruvianum f. glandulosum. 
perh = L. peruvianum var. humifusum. chl = L. chilense. 
 

Tomates: grupo 

monofilético 
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Tomates 

Figura 4. Árbol de Marshall et al. (2001). Se obtuvo un solo árbol más parsimonioso. Los 
números arriba y debajo de las ramas indican número de cambios y valores de bootstrap 
respectivamente. Los círculos negros y blancos indican nodos con soporte de jackknife > 
50 %.  La especie L. peruvianum se muestra como monofilética. Las especies dentro de 
“hirsutum” forman parte del complejo “esculentum” propuesto por Rick. Esta 
denominación no parece tener valor cladístico.  El nodo que separa a “peruvianum” de 
“esculentum” no tiene soporte estadístico. 
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Solanum tuberosum

L. hirsutum

L. peruvianum v. humifusum

L. esculentum cv. Ailsa Craig

L. esculentum cv. Cerasiforme

L. cheesmanii

L. peruvianum f. glandulosum

L. chilense  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 

Figura 5. Árbol de Frankel et al. (2003). Las secuencias obtenidas por Marshall et al. (2001) 
fueron realineadas y se eliminaron las posiciones del alineamiento resultante que tuvieran 
gaps. Neighbor-Joining, Minimum evolution y Máxima Pársimonia dieron el mismo árbol 
resultante. Todos los grupos tuvieron soporte de bootstrap mayor a 50%. Este árbol, al igual 
que el de Peralta et al. (2001) apoya la idea de que las variedades de L. peruvianum no son 
monofiléticas.  
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El origen del tomate cultivado 

 
 

Las primeras referencias escritas sobre el tomate aparecen en libros europeos del 

siglo XVI. Mencionan a esta hierba como recientemente introducida en el viejo 

continente. El lugar de dónde provino, quién la llevó y cuando llegó exactamente a 

Europa son cuestiones que no tienen una respuesta unívoca hasta la actualidad. Dos 

lugares se mencionan en cuanto al origen: Perú o México. Los nombres europeos que 

tiene el tomate en la actualidad pueden decir mucho del origen y características del 

primer tomate que llegó al viejo continente. En Italia al tomate se lo llama pommodoro, 

palabra que puede transformarse fácilmente en “pommo d`oro” y luego en “fruto de 

oro”. Parece ser que el primer tomate llegado a Italia tenía coloración amarilla. Existen 

cultivares actuales de tomate que presentan ese color. El otro nombre es tomate, que 

deriva de la voz nahua tomatl. Esto lleva a pensar que el tomate llegó a Europa vía 

México. En este país la variedad que se supone dio lugar al tomate cultivado 

(Lycopersicon esculentum v. cerasiforme) se encuentra muy dispersa, siempre asociada 

a poblaciones humanas. Además se encuentran casi todas las variedades cultivadas en la 

actualidad. La pregunta que persiste es cómo llegó la variedad cerasiforme a México y 

qué pueblo se ocupó de hacer los cruzamientos necesarios para lograr el tamaño de fruto 

que vemos en la actualidad en los distintos cultivares  (Jenkins 1948). 

 

 

 

 

El tomate cultivado ocupa en los EEUU el primer puesto entre los frutos frescos  

y procesados con aproximadamente 200.000 hectáreas para producción comercial. La 

producción  mundial, que en 1994 fue de aproximadamente 80 millones de toneladas, 

ocupa 2.85 millones de hectáreas.  

 

 

Figura 6. Eventos temporales en la 
domesticación de un cultivo. Cada etapa 
implica un cuello de botella que reduce la 
variedad de alelos presentes en la población. 

Especies                       Variedades                       Cultivares 
Salvajes                         tempranas                        modernos 
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El genoma de los miembros del género Lycopersicon y las relaciones con otras 

Solanáceas 

 
Un trabajo del grupo de Steven Tanksley (Van der Hoeven et al. 2002) muestra 

distintas  características del genoma de Lycopersicon esculentum. El estudio está basado 

en el análisis de 120.892 ESTs provenientes de distintas bibliotecas de ADNc. Luego de 

trabajos de ensamblado de las distintas secuencias quedan 27.274 unigenes, de los 

cuales el 70% presenta secuencias con alta identidad (probablemente genes homólogos) 

en el genoma de Arabidopsis thaliana. Otro interesante enfoque del análisis nos da una 

estimación cruda de los grupos de genes que “evolucionan más rápido o mas lento”, es 

decir cuya secuencia es más divergente o conservada entre dos especies. La 

comparación entre Arabidopsis thaliana y Lycopersicon esculentum (que divergieron 

hace aproximadamente 150 millones de años) indica que los factores de transcripción 

son los genes que evolucionaron más rápido en el linaje que lleva a Arabidopsis o en el 

que lleva al  Lycopersicon, o en ambos a la vez.  En cambio los genes involucrados en 

procesos metabólicos son los que se encuentran más conservados entre estas dos 

especies. 

Los autores del trabajo estiman (con criterios creíbles) en 35.000 el número de 

genes en el genoma del tomate, bastante más que los 25.500 genes con los que cuenta 

Arabidopsis thaliana. Se cree que la gran mayoría de estos genes están concentrados en 

zonas eucromatínicas, que constituyen aproximadamente el 23% del genoma del tomate. 

Se supone que como mínimo el 50% de los genes del tomate pertenecen a familias 

génicas.  

La complejidad del genoma puede extrapolarse a los otros miembros del género  

dadas las similitudes encontradas en análisis citogenéticos y el corto tiempo evolutivo 

que separa a los representantes del género. Esta extrapolación puede llegar también 

hasta el pariente más cercano, que es Solanum tuberosum. La papa y el tomate son 

especies muy cercanas, se estima que divergieron hace sólo 10 millones de años (Alba 

et al., 2000). Esto se evidencia al comparar las secuencias de los genes, que presentan 

muy pocas diferencias entre sí, y la posición relativa de los genes en el cromosoma, que 

muestra un alto grado de sintenia (Tanskley et al., 1992). Pero la conservación de las 

secuencias no se restringe a estas dos especies cercanas; un estudio reciente (Rensink et 

al., 2005) que utilizó las bases de datos de ESTs de seis Solanáceas (tomate, tabaco, 
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papa, petunia, pimiento y Nicotiana benthamiana), demostró que existe un alto grado de 

conservación entre las secuencias codificantes de estas especies. 

 

Segunda parte 

 
Las plantas y el estrés hídrico 

 
La presencia de agua en el ambiente es un factor crítico para el crecimiento de 

las plantas que afecta directamente la productividad de muchos cultivos de importancia 

agronómica. Se estima que un  35 % de la superficie del planeta es árida o semiárida, 

con precipitaciones que son inadecuadas para la agricultura tradicional. En este 

contexto, la dilucidación de los mecanismos fisiológicos y moleculares de respuesta a la 

falta de agua constituye una herramienta vital para disminuir pérdidas en cultivos y 

aumentar la superficie cultivada. El desarrollo de plantas tolerantes al estrés hídrico 

permitiría aumentar la producción de semillas o la biomasa vegetal en condiciones que 

actualmente son consideradas adversas.  

El estado hídrico de la planta es dinámico y depende de una combinación de 

factores del suelo, atmósfera y de la planta misma. La disponibilidad de agua no sólo 

depende de la retención en el suelo sino también del sistema radicular de la planta (el 

tamaño, la densidad y su actividad). Asimismo, la pérdida de agua depende de la 

humedad ambiente, el área y morfología foliar y la densidad y apertura estomática. 

Fluctuaciones en la radiación, humedad y temperatura producen alteraciones en el 

estado hídrico de la planta.  

 
 
Mecanismos moleculares de resistencia a la deshidratación 

 
 

Se han identificado numerosas plantas que pueden soportar una desecación 

severa. Entre ellas se encuentran Craterostigma plantagineum (planta de la 

resurrección, angiosperma), Tortura ruralis (musgo) y algunos helechos. Pero poco se 

sabe de estas plantas, que recién están comenzando a ser estudiadas.  

Los estadíos finales de maduración de la semilla se caracterizan por una pérdida 

de agua de hasta el 90% para que la semilla adquiera un estado de dormición en el cual 

el metabolismo es casi nulo. Este estado de la semilla permite la supervivencia en 
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condiciones extremas y favorece la dispersión. Sin embargo, el embrión no puede 

soportar la desecación en cualquier momento del desarrollo; adquiere la tolerancia a la 

desecación justo antes de la pérdida del agua de la semilla y la pierde luego de la 

germinación. De esta manera los distintos estadíos de la semilla pueden aprovecharse 

para detectar RNAs mensajeros y proteínas vinculados a la tolerancia a la desecación. 

Con este enfoque experimental se han identificado y caracterizado un grupo de 

proteínas llamadas LEA (late embryogenesis abundant). Los RNA mensajeros de estas 

proteínas aparecen cuando comienza la desecación de la semilla y dominan la población 

de mensajeros en tejidos desihidratados.     
En tejidos vegetativos hay numerosos genes cuya expresión aumenta por 

condiciones de estrés hídrico. Enzimas vinculadas con el metabolsimo de azúcares son 

probablemente críticas en la tolerancia a la desecación. Se ha demostrado que que 

ciertos azúcares son centrales en la protección de numerosos organismos contra la 

deshidratación (Hare et al. 1998). El potencial agua puede ser mantenido en la célula 

por ajuste osmótico, es decir ingresando solutos compatibles a la célula que atraigan 

moleculas de agua con ellos. Canales iónicos y de agua serían también importantes en la 

regulación del flujo de agua (Ingram and Bartels 1996).  

En un trabajo en el que se utilizan microarreglos de ADN, Kreps y colaboradores 

(2002) han demostrado que los patrones de expresión de genes bajo estrés hídrico y frío 

se solapan en gran medida. Estas observaciones pueden ser explicadas por las similares 

condiciones fisiológicas que imponen la falta de agua y la baja temperatura. Ambas 

producen falta de agua intracelular. De hecho, las bajas temperaturas producen el 

congelamiento del agua en el espacio extracelular, lo que hace disminuir el potencial 

agua en el mismo, con el consiguiente movimiento de agua desde el citoplasma hacia el 

espacio extracelular.    

Hace algunos años florecieron los trabajos que utilizan microarreglos de DNA 

para detectar genes que se expresan en condiciones de estrés (Shinozaki et al., 2003 y 

Rabbani et al., 2003, entre otros). Estos datos han sumado un volumen de información 

importantísimo y, junto a los datos que existían previamente sobre genes específicos, 

permitieron proponer jerarquías de activación génica y procesos celulares que permiten 

a las plantas superar las condiciones de estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 

2006).   

Se ha visto que la mayoría de los genes inducidos por estrés son también 

activados por la fitohormona ácido abscísico (ABA). El ABA fue descubierto en la 
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década del cincuenta, siendo “abscisina II” el primer nombre que se le dio, ya que se lo 

relacionó al control de la abscisión de los capullos de algodón. Casi simultáneamente, 

otro grupo lo llamó “dormina” por estar involucrado en la dormición de las yemas. Poco 

tiempo después, fue caracterizado como un sesquiterpeno que es sintetizado a partir del 

ácido mevalónico en raíz y hojas (Li y Walton, 1987; Zeevaart y Creelman, 1988; Parry 

y Horgan, 1991). Tal e Imber (1970) demostraron que la pérdida de agua causaba una 

rápida acumulación de ABA en toda la planta y especialmente en hojas jóvenes y que 

aparentemente existiría un potencial de agua umbral por debajo del cual se produciría 

dicha acumulación. Esta fitohormona participa en el control de importantes aspectos del 

crecimiento y desarrollo de las plantas (Leung y Giraudat, 1998) modificando los 

patrones de expresión de genes a nivel transcripcional (Bray, 1988; Skriver y Mundy, 

1990; Bray, 1993). Estudios moleculares con plantas deficientes en la producción de 

ABA (como son los mutantes notabilis y flacca de tomate) han demostrado que 

numerosos genes tienen una expresión anómala ante situaciones de estrés hídrico, frío o 

estrés osmótico (Giraudat et al. 1992; Ingram y Bartels, 1996; Shinozaki y Yamaguchi-

Shinozaki 1997). En las semillas, el ABA regula procesos esenciales para la viabilidad y 

la germinación. Estos procesos incluyen la morfogénesis del embrión (Quatrano, 1987), 

acumulación de proteínas y lípidos de reserva (Finkelstein et al., 1985), la inducción de 

la dormición (Koorneef et al., 1989) y la adquisición de la tolerancia a la desecación 

(Kermode y Bewley, 1987). En tejidos vegetativos, el ABA parece ser la única 

fitohormona necesaria para disparar respuestas de adaptación de la planta frente a 

condiciones ambientales adversas, como por ejemplo estrés hídrico (Schmelz et al., 

2003). Los altos niveles de ABA limitan la pérdida de agua por transpiración al inducir 

el cierre de los estomas (Finkelstein et al. 2002) 

En los últimos años se ha ganado conocimiento acerca de las vías de 

señalización intracelular que se activan bajo estrés hídrico (figura 7). Es importante 

aclarar que las respuestas a nivel génico están moduladas por vías ABA-dependientes y 

ABA-independientes (Zhu, 2002; Shinozaki et al., 2003). Por genética directa se han 

clonado varios genes involucrados en la señalización del ABA. Las plantas que llevan 

estos genes mutados tienen una producción normal de la hormona pero son insensibles o 

hipersensibles a ella. Entre ellas está la serie abi (por ABA insensitive) de Arabidopsis 

thaliana. Por otro lado, dos receptores de ABA se conocen hasta el momento. Ambos 

fueron descubiertos este año (2006): una proteína que se une al RNA llamada FCA 

actúa como receptor de ABA y regula la floración en Arabidopsis (Razem et al., 2006) y 
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la proteína ABAR/CHLH, que es quelante de Magnesio y también une ABA, regula la 

germinación y la apertura de estomas (Shen et al., 2006). Se sospecha que existirían 

otras moléculas receptoras a  nivel intra y extra-celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La familia génica Asr   

 

El primer gen Asr fue clonado en tomate cultivado (Iusem et al., 1993). Asr 

deriva de absisic/stress/ripening; la acumulación de su RNAm se observa en 

condiciones de estrés hídrico, al aplicar ABA exógeno y durante la maduración del 

fruto. Más tarde, se clonaron otros dos genes Asr en tomate (Rossi y Iusem, 1994; 

Amitai-Zeigerson et al., 1994; Gilad et al., 1997). Asr1, Asr2 y Asr3 presentan un alto 

grado de similitud en su secuencia nucleotídica (alrededor del 80%) y mapean en el 

cromosoma 4 (Rossi et al. 1996). Al mismo tiempo que se secuenciaban los Asr fueron 

apareciendo genes homólogos en otras especies. En papa cultivada (Solanum 

tuberosum) se clonaron ci21A y ci21B, que resultaron ser ortólogos a Asr1 y Asr2, 

respectivamente. Los transcriptos de estos genes se encontraban en altos niveles en 

tubérculos mantenidos a 4ºC (Schneider et al., 1997). En una especie salvaje de papa 

(Solanum chacoense) se clonó otro gen homólogo a los Asr, que fue denominado Ds2 

(Silhavy et al., 1995). DS2 presentaba una secuencia de 268 aminoácidos, con una 

Figura 7. Vías de señalización por 
estrés osmótico o hídrico. 
Los círculos muestran distintos factores 
de transcripción y los cuadrados los 
nombres de las secuencias consenso 
reguladas por los mismos.   
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region de unos 160 aminoácidos formada por repeticiones de un motivo de 13 residuos, 

inexistente en los otros Asr (que tienen 100 aminoácidos aproximadamente). 

Posteriormente, Ds2 fue identificado en papa cultivada (Doczi et al., 2002). Ninguno de 

los genes Asr de papa mencionado anteriormente es activado por ABA (Doczi et al., 

2005), lo que lleva a pensar que han habido cambios recientes en los mecanismos de 

regulación de estos genes. Asimismo, se observó que el gen Ds2 está ausente en el 

genoma de tabaco (Doczi et al., 2005). En una especie de pino (Pinus taeda) se aislaron 

cuatro genes (Lp3-0, Lp3-1, Lp3-2 y Lp3-3) expresados en condiciones de estrés hídrico 

que mostraban alta identidad con los demás Asr (Chang et al., 1996). Se observó que 

Lp3-0 se expresa en raíz en condiciones de estrés hídrico y  esta inducción está mediada 

por ABA (Padmanabhan et al., 1997). Más tarde, se vio que LP3-0, tiene localización 

nuclear (Wang et al., 2005). En otra gymnosperma (Ginkgo biloba), un gen Asr se 

activa en la hoja ante la aplicación de ABA exógeno y por Southern Blot se corrobora 

que este gen pertenece a una familia multigénica pequeña (Shen et al., 2005). En 

amapola (Lilium longiflorum) se detectó otro gen Asr, que fue denominado Lla-23 

(Wang et al., 1998). La proteína LLA-23  está presente en los últimos estadios de 

maduración del polen, cuando las gametas pierden agua en forma programada. Este gen 

es también inducido en polen por la aplicación de ABA exógeno. Estudios posteriores 

permitieron determinar que esta proteína está mayormente localizada en citoplasma 

(Huang et al., 2000). En un trabajo reciente (Yang et al., 2005) sobreexpresan esta 

proteína de amapola con el promotor 35S en Arabidopsis thaliana (una especie que 

carece de Asrs). Observan que las plantas transgénicas tienen menor pérdida de agua  en 

condiciones de estrés hídrico que las plantas control. Además observan que hay cuatro 

genes que responden al ABA cuya expresión está modificada. Los autores proponen una 

doble función para esta proteína: a) factor de transcripción en la señalización del ABA y  

b) molécula que retiene agua ante la desecación. En el mismo rumbo Kalifa et al. (2004) 

sobreexpresan Asr1 de tomate en tabaco y encuentran que las plantas tienen mayor 

tolerancia al estrés salino y menor pérdida de agua. De cualquier manera, los resultados 

de este trabajo deben ser tomados con cautela ya que se analizó sólo una línea 

transgénica. Más genes Asr fueron reportados en otras especies. En un pomelo asiático 

(Citrus maxima) el gen Asr1 podría estar vinculado a los ácidos que contiene el jugo del 

fruto (Canel et al., 1995). En melón (Cucumis melo) se encontró un gen Asr expresado 

en fruto cuyo promotor tiene un ABRE, una secuencia en cis de respuesta a ABA (Hong 

et al., 2002). En durazno, se clonó un gen Asr cuyo ARNm es abundante en fruto verde 
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y maduro (Mbeguie et al., 1997). En maiz y arroz, ambas monocotiledóneas, se 

describieron también genes Asr. En arroz, se clonó un gen (con identidad a los genes 

Asr) que responde al ABA y al estrés salino en el tallo (Vaidyanathan et al., 1999). En 

maíz, por medio de un búsqueda usando geles de dos dimensiones y comprando hojas 

sin y con estrés hídrico, se detectó una proteína ASR que aumentaba al escasear el agua 

(Riccardi et al., 1998). Este gen fue sobreexpresado en maíz, obteniendo plantas con 

una senescencia de hojas aumentada (Janneau et al., 2002). En caña de azucar un gen 

Asr denominado SoDip22, es inducido por ABA y estrés hídrico en hojas y su expresión 

es alta en células de la vaina del haz conductor (Sugiharto et al, 2002).   

Hasta aquí, muchas secuencias, pero pocos datos realmente relevantes. En 

resumen se puede decir que los genes Asr están en plantas con semilla formando 

familias génicas de pocos miembros, que se expresan en condiciones de estrés hídrico 

(ambientales o programadas fisiológicamente) bajo la influencia del ABA o en la 

maduración del fruto. Además, su composición aminoacídica está altamente sesgada 

hacia ciertos residuos; glutamato, histidina, lisina, alanina y glicina pueden conformar 

hasta el 80% de la proteína.               

Kalifa et al. (2004) han descubierto que ASR1 de tomate se une a DNA en 

presencia de zinc -preferentemente a la secuencia C2-3(C/G)A- y se localiza tanto en 

núcleo como en citoplasma. La parte de esta proteína que interactúa con el ADN  es la 

central/carboxi-terminal y la zona de pegado a zinc está en la región central/amino- 

terminal (Rom et al., 2006). Estudios hechos por un grupo francés en la planta Vitis 

vinifera (vid) han sumado datos para dilucidar la función de los genes Asr (Cakir et al., 

2003). Los autores de este  trabajo no tenían como objetivo investigar la función de los 

genes Asr, sino que buscaban proteínas que se uniesen al promotor de un transportador 

de hexosas. La metodología utilizada para identificar las proteínas fue la de “simple 

híbrido”, utilizando como señuelo 160 pares de bases del promotor del transportador de 

hexosas VvHT1. Este transportador se expresa durante la maduración de la uva y es 

inducido tanto por glucosa como por sacarosa (Atanassova et al., 2003) y se ubica en la 

membrana plasmática del floema en la interfase entre células acompañantes y elementos 

conductores (Vignault et al., 2005). Cakir y colaboradores (2003) encuentran una 

proteína ASR que se une a el promotor del mencionado transportador de hexosas. Tanto 

el gen que codifica el transportador como el que codifica la proteína ASR son inducibles 

por sacarosa en células de vid en suspensión. Ambos presentan un patrón de expresión 

similar durante la maduración de la uva. Es importante destacar que la inducción del 
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gen ASR de vid por sacarosa es aumentada aún más por el agregado de ABA. A partir 

de estos datos se postula que las vías de señalización por ABA y azucares podrían estar 

vinculadas (Carrari et al., 2004). El ASR de vid tiene localización nuclear. Ensayos de 

agroinfiltración muestran que ASR de vid estaría activando la transcripción del 

transportador VvHT1 en un sistema heterólogo (Cakir et al., 2003). 

En esta tesis, se intentó confirmar la vinculación entre los genes Asr y los 

transportadores de hexosa. Por lo tanto se incluye a continuación una descripción de las 

funciones de las hexosas en las plantas (metabolismo, transporte, señalización) y de las 

proteínas involucradas en estos procesos.   

  
Mecanismos de transporte de azúcares en plantas superiores 

 
En plantas superiores la fijación de CO2 ocurre principalmente en las células del 

mesófilo de hojas desarrolladas. Estas son exportadoras de azúcares y se las conoce 

como “fuentes” de carbono. En sus cloroplastos se fija el CO2 (ciclo de Calvin) 

produciendo 3-fosfoglicerato. Este compuesto puede ser convertido en almidón y 

acumulado en el cloroplasto, pero también puede ser movilizado al citosol y 

transformado en sacarosa, que es pasible de ser movilizada fuera de la célula. Las 

células heterotróficas en raíces, estructuras reproductivas, órganos de reserva y 

estructuras en desarrollo cuentan con la  provisión de azúcares por parte de las “fuentes” 

para su nutrición. A estos importadores de azúcares se los conoce como “destinos” de 

carbono. Esto lleva a pensar que deben existir mecanismos que regulen el movimiento 

de azúcares a través de la planta, asegurando que los “destinos” obtengan una adecuada 

cantidad de azúcares. Los transportadores de azúcares juegan un importante rol en la 

distribución de azúcares en las distintas partes de la planta (Williams et al., 2000). El 

transporte entre “fuentes” y “destinos” ocurre por medio de una estructura denominada 

floema. El floema está compuesto por células del tubo criboso, células acompañantes y 

células parenquimáticas. Las células del tubo criboso pierden sus núcleos, vacuolas, 

ribosomas y citoesqueleto durante el desarrollo, pero conservan mitocondrias y 

plástidos modificados, así como el retículo endoplásmico. Son largas longitudinalmente 

y desarrollan poros en sus membranas que las conectan con otras células de su mismo 

tipo. En cambio, en las células acompañantes hay una gran densidad de organelas que 

permiten aportar a las células del tubo criboso las moléculas necesarias para sus 

funciones vitales. Las células del tubo criboso están conectadas con las acompañantes 
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por medio de numerosos plasmodesmos, lo que evidencian una íntima conexión 

funcional. A la unión de estos dos tipos celulares se la llama “complejo célula del tubo 

criboso-célula acompañante” (CCC-SA). 

 En el CCC-CA del tejido “fuente” se acumula azúcar que es llevada por el tubo 

criboso hacia los órganos destino (para una descripción física de este fenómeno ver 

Thompson, 2006). La sacarosa (disacárido fructosa-glucosa) es el principal azúcar que 

se trasloca al tubo criboso, pero algunas plantas también movilizaan raffinosa 

(trisacárido fructosa-glucosa-galactosa), stachyosa (tetrasacárido fructosa-galactosa(2)-

glucosa) y otros polioles. Se cree que ni glucosa ni fructosa son traslocadas al floema 

porque contienen un grupo aldehído o cetona expuesto (azúcares reductores) que es 

altamente reactivo con otros compuestos. Pero no sólo azúcares se transportan por el 

floema, proteínas, aminoácidos, y hormonas también se movilizan por el tubo criboso. 

  

 Luego de ser sintetizada, la sacarosa puede puede pasar desde el mesófilo hasta 

el CCC-CA por vía simplástica, es decir, a través de los plasmodesmos que unen a las 

células. Otro vía de movimiento hacia el CCC-CA es la apoplástica, en la cual la 

sacarosa que está en el apoplasma es activamente incorporada al CCC-CA por medio de 

symporters sacarosa/H+ presentes en la membrana plasmática de la célula acompañante 

(figura 8). Este transporte dentro de la hoja en el que se llevan los azúcares hacia floema 

se denomina de “corta distancia”. El viaje de los azúcares que entran al floema hacia el 

tejido destino es llamado de “larga distancia”. La descarga de sacarosa en los tejidos 

“destino” puede ir también por vía apoplástica o simplástica (figura 8). En la vía 

apoplástica, las células importan la sacarosa del apoplasma por medio symporters 

sacarosa/H+  o, alternativamente,  la sacarosa puede ser hidrolizada por invertasas de la 

pared celular y luego los monosacáridos son incorporados a la célula por medio de 

transportadores de hexosas (llamados HTs o MSTs).     

Las plantas tienen numerosos transportadores de hexosas y sacarosa que se 

expresan en distintos tejidos, en diferentes estadios del desarrollo y ante diversos 

estímulos ambientales. Los transportadores de sacarosa están codificados por pocos 

genes (<10) en los genomas de arroz y Arabidopsis. Los transportadores de hexosas 

parecen ser más (fueron identificados por identidad de secuencia únicamente y no hay 

pruebas de su función); 14 y 13 en Arabidopsis y arroz respectivamente (Lalonde et al., 

2004).  La regulación del transporte de hexosas es de gran interés, ya que las mismas 
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son intermediarios y precursores en caminos metabólicos centrales y además tienen 

funciones de señalización (Roitsch et al., 2004). En cuanto a las funciones de 

señalización, las hexosas parecen influir en la expresión de una gran cantidad de genes 

(Koch, 1996; Price et al., 2004). Se sabe relativamente poco de los mecanismos de 

detección de los  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Movimiento de la sacarosa desde la “fuente” hacia el “destino”. Los 
azúcares mencionados en la figura son sacarosa (S), glucosa (G) y fructosa (F). 
Los plasmodesmos se indican con la letra “P”. H+ = protón.  Los círculos 
esquematizan a las proteínas transportadoras de azúcares en la membrana 
plasmática. Tomado de Williams et al. (2000).  
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niveles de azúcares y  las vías de señalización asociadas, pero se ha acumulado 

suficiente evidencia que demuestra que las hexokinasas juegan un rol importante en la 

detección de los niveles de azúcares, función que sería independiente de su actividad de 

quinasas. (Moore et al., 2003). Los transportadores de hexosas están presentes en las 

membranas de los plástidos y participan en la movilización intracelular de las hexosas 

(Weber et al., 2000) o se ubican en la membrana plasmática. Estos últimos son 

symporters hexosa/H+ (usan el gradiente de protones al igual que los transportadores de 

sacarosa) involucrados en la importación de glucosa a la célula (Sauer et al., 1994; 

Kühn et al., 2003; Baxter et al., 2005; Fridman et al., 2004). Estos transportadores están 

pobremente caracterizados (en comparación con los de sacarosa) y poco se conoce de su 

regulación (Sauer et al., 1994; Lalonde et al., 2003; Delrot et al., 2000). Igualmente, se 

conoce que los genes de tranportadores de hexosas son regulados por estreses abióticos, 

infección de patógenos y daño (Büttner y Sauer, 2000). Su expresión se restringe 

generalmente a tejidos “destino”, pero se ha reportado su detección en hojas ya 

desarrolladas (Büttner y Sauer, 2000). Estas hojas son activas en fotosíntesis y en 

principio no necesitarían la importación de hexosas, lo que hace difícil la interpretación 

de estas observaciones. En cambio, está aceptado que la entrada de hexosas por vía 

apoplástica en tejidos “destino” es un proceso  importante en las plantas. En frutos de 

tomate (Patrick and Offler, 1996), vid (Patrick, 1997) y manzano (Zhang et al., 2004) se 

cree que predomina la importación apoplástica de azúcares. En el caso de vid hay 

evidencias fuertes en el mismo sentido, ya que se ha probado la funcionalidad del ya 

mencionado transportador VvHT1 (Vignault et al., 2005) cuya expresión se restringe a 

hojas jóvenes y bayas (Fillion et al., 1999).  

En tubérculos de papa, la transición de iniciación del tubérculo al crecimiento 

del órgano involucra un cambio de importación predominantemente apoplástica a 

principalmente simplástica (Viola et al., 2001; Fernie y Willmitzer 2002). Pero ambas 

vías están presentes en el tubérculo en desarrollo. Tanto la fructosa como la glucosa 

pueden ser fosforiladas en la célula del tubérculo. En este estado pueden entrar en la 

glucólisis o, en el caso de la glucosa-6P , ingresar al amiloplasto y ser transformada en 

almidón (Geigenberger 2003).    
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Tercera parte 
 

 

La duplicación de genes y la evolución de familias génicas 

 
La duplicación de genes provee materia prima para la evolución de los genomas 

(Ohno, 1970). Los genes duplicados conforman entre un 8 y un 20 % de los genomas 

eucariotas (Moore y Purugganan, 2003). Los mismos pueden mutar libremente en su 

“infancia”, dada la ausencia de restricciones selectivas, lo que facilita la aparición de 

nuevas funciones (neofuncionalización). La deriva génica y/o selección natural pueden 

ocuparse de llevar estos genes con nueva función a la fijación dentro de una población 

(Lynch y Conery, 2000). Otros destinos para los genes duplicados pueden ser: a) la 

pérdida de función, que genera un pseudogen, b) la subfuncionalización, por la cual la 

totalidad de la función del gen ancestral es ahora llevada a cabo por los dos genes 

“hijos” que se han repartido las tareas y c) la persistencia en ambos genes de la misma 

función, ahora redundante (Moore y Purugganan, 2003). Las duplicaciones génicas dan 

lugar a la formación de clusters de genes homólogos en un cromosoma. Ejemplos 

clásicos de este fenómeno son las globinas, las histonas, los genes de RNAr y los genes 

Hox (Hancock, 2005) Alternativamente, los miembros de una familia génica, pueden 

estar lejos en el mismo cromosoma o dispersos en distintos cromosomas (como la 

familia de genes Myb en Drosophila, Davidson et al., 2005) 

 Numerosos estudios han documentado casos de aparición de genes con nuevas 

funciones (algunos se comentan en Swanson, 2003), como la división de la función de 

un gen ancestral en sus “hijos” (ver Massingham et al., 2001 para ejemplos). En 

particular, algunos laboratorios se han ocupado de analizar la divergencia a nivel de 

expresión de los genes duplicados. En este sentido, se puede pensar que la divergencia a 

nivel funcional puede traer aparejada una diferenciación a nivel de patrón expresión. Gu 

et al. (2004) observaron que los genes duplicados (comparados con los de copia única) 

presentan mayor divergencia a nivel de expresión tanto inter como intra-

específicamente. 

 Es indiscutible que las duplicaciones génicas han jugado un rol importantísimo 

en la evolución de las especies. La aparición de nuevas copias, sumado a procesos de 

transposición, recombinación y mutación ha brindado flexibilidad a los genomas. Las 

familias génicas originadas por eventos de duplicación génica pueden tener desde unos 

pocos hasta cientos de miembros. El aumento exponencial de las secuencias en bases de 
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datos (provenientes principalmente de proyectos genoma o análisis de ESTs) ha 

permitido tener un mayor panorama sobre el origen y la evolución de las familias 

génicas. A partir de esta información se han propuesto algunos modelos de evolución de 

familias génicas. Antes de los años ’70 el paradigma de la evolución de las familias 

génicas estaba basado en las hemoglobinas α, く, け, δ  y la globina. Cada uno de estos 

loci ha divergido de sus homólogos y adquirido una nueva función. Entre especies, se 

puede diferenciar fácilmente los genes ortólogos. Años más tarde se observa que las 

copias de RNAr de humano son más parecidas entre sí, que con las de chimpancé 

(Nelkin et al., 1980). Estas observaciones eran difíciles de encuadrar en el marco de una 

“evolución divergente” como en el caso de las hemoglobinas. Por lo tanto, se propuso 

un nuevo modelo llamado de “evolución concertada”, en la que los miembros de una 

familia multigénica no evolucionan independientemente, sino que una mutación que 

ocurre en alguna de las copias se termina fijando en todas las copias dentro de un 

genoma (Nei y Rooney, 2005)(figura 10). Se propusieron dos mecanismos para explicar 

los patrones de  “evolución concertada”, el crossing-over desigual y la conversión 

génica. En el crossing-over desigual (ver figura 9), la repetida recombinación 

“ilegítima”, ocasionada por un alineamiento incorrecto de los cromosomas homólogos 

genera la homogeneización entre los miembros de la familia. En este caso el número de 

genes en la familia puede aumentar o disminuir. Es importante remarcar que por eventos 

de mutación que ocurren dentro de una de las copias y se terminan fijando dentro de una 

especie, la divergencia entre especies se hace más grande con el tiempo. Por otro lado, 

conversión génica ocurre cuando uno de los alelos de un gen es transformado en el otro 

alelo presente en el genoma (conversión génica intraalélica). Esto puede ocurrir también 

entre distintos loci que presenten identidad nucleotídica (conversión génica interlocus). 

Los mecanismos por los cuales puede ocurrir conversión génica no están totalmente 

claros; se ha sugerido como explicación la rotura del ADN seguida de una “reparación 

invasiva” con una secuencia similar (Paques y Haber, 1999). La conversión génica es 

direccional, es decir que hay una secuencia aceptora cuya secuencia es reemplazada por 

la de la dadora. A la vez, la conversión génica no produce cambios en el número de 

copias de una familia génica en el cromosoma, algo que sucede necesariamente en el 

crossing-over desigual.   

Otro modelo llamado de “evolución por nacimiento y muerte” (Nei y Hughes, 

1992) fue propuesto al ver que la evolución de ciertas familias génicas (entre ellas la del 

MHC) no se ajustaban a los patrones predichos por “evolución concertada”. En la 
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enunciación del modelo de “evolución por nacimiento y muerte” no es clara la 

predicción de los patrones que deberían ser observados (Nei y Hughes, 1989; Ota y Nei, 

1994), pero pueden sacarse algunas conclusiones. En este modelo hay frecuentes 

eventos de duplicación génica que generan nuevos genes (nacimiento). Algunos de estos 

genes duplicados pueden ser retenidos en el genoma, mientras que otros serán 

eliminados o se transformarán en pseudogenes (muerte) (Figura 10). Bajo este modelo 

algunas de las copias dentro de una misma especie serán más parecidas entre sí, que al 

comparar entre distintas especies. Pero en este caso, y a diferencia del modelo de 

“evolución concertada”, esto es ocasionado por eventos de duplicación en ciertos linajes 

que hacen que dos copias tengan una divergencia reciente. Igualmente, se podrán 

identificar genes ortólogos entre distintas especies (más fácilmente entre taxa cercanos) 

que se agruparán en un árbol filogenético. Además, deberían encontrarse pseudogenes 

en los genomas, producto de la inactivación de genes duplicados.   

                                                                        

Figura 9. El  crossing over 
desigual produce la 
homogeneización de las 
copias de una familia 
multigénica. UEC son las 
iniciales de unequal 

crossing over. Tomado de 
Strachan y Read (2003) 



 

 

______________________________________________________________________ 

31

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

   
 
 
 

 
 
 
Factores que influencian las tasas y patrones de sustitución  génica 

 
    

De acuerdo a la Teoría Neutralista, si la tasa de mutación es constante en el 

genoma, la tasa de sustitución sinónima debería ser idéntica entre genes (Kimura, 1983). 

Pero en numerosos casos se ha visto que esto no es así. Dada la degeneración del código 

genético, la mayoría de los aminoácidos está codificado por más de un codón. 

Teóricamente, los codones de un mismo aminoácido deberían ser selectivamente 

equivalentes, dado que no modifican el residuo en cuestión. Por lo tanto, las posiciones 

sinónimas de un gen evolucionarían de una manera neutra.  

En general, los diferentes codones de un mismo aminoácido tienen cada uno un 

ARNt con el anticodón correspondiente. En algunos casos no existe el anticodón exacto 

Figura 10. Modelos de evolución de las familias génicas. Los circulos negros 
representan pseudogenes, es decir genes que han sufrido mutaciones inactivantes. 
Tomado de Nei y Rooney (2005).  
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para cada codón y en la traducción se produce el fenómeno de wobbling; la primera 

posición del anticodón se aparea con más de base en la tercera posición del codón (G se 

aparea tanto con C como con T). En organismos unicelulares hay una correlación muy 

grande entre los codones “usados” y la disponibilidad de los ARNt para esos codones. 

Los codones más usados son los que tienen mayor cantidad de  ARNt. Esto se da sólo 

en los genes de alta expresión en los que se “necesita” eficiencia (= rapidez) en la 

síntesis de proteínas (Graur y Li, 2000). Restricciones selectivas en el uso de los 

codones generan selección purificadora sobre las mutaciones sinónimas, lo que resulta 

en una disminución en la tasa de sustitución sinónima (Ikemura, 1981). Estas evidencias 

no deben ser tomadas como contradictorias con los postulados de la Teoría Neutralista, 

ya que pueden ser explicadas por medio de restricciones selectivas; no es necesario 

invocar otras fuerzas actuantes.                    

 En C.elegans, un animal multicelular, se observó la misma correlación en genes 

de alta expresión (Duret, 2000). Los codones de estos genes están “adaptados” a la 

abundancia de los ARNt correspondientes. Otros organismos multicelulares, muestran 

el mismo patrón (Akashi, 2001). Asimismo, se cree que la composición de codones de 

estos genes podría disminuir la cantidad de errores en la traducción (que terminan con 

proteínas no funcionales). Es decir, el uso de codones sinónimos también afectaría la 

cantidad de errores en la síntesis de proteínas (Akashi y Eyre-Walker, 1998).  

En el trabajo de Duret (2000) se encontró otra correlación interesante: en genes 

de alta expresión, la cantidad de un aminoácido en las proteínas está positivamente 

correlacionada con la cantidad de ARNt que lleva ese aminoácido (sumando todos los 

isoaceptores). Esto llevaría a pensar que las proteínas también están adaptadas para un 

mayor nivel de expresión por la composición aminoacídica.  

 
 

La tasa de sustitución no sinónima (también llamada “de reemplazo”) es la que 

contabiliza los cambios en la secuencia de un gen que produjeron modificaciones en los 

aminoácidos de la proteína codificada por ese gen. Según la Teoría Neutralista (Kimura, 

1983), las diferencias en las tasas de reemplazo entre genes están dadas por una 

diferencia en la fracción de mutaciones neutras. Es decir, las proteínas tienen distintas 

restricciones funcionales que les permiten aceptar más o menos mutaciones que 

conserven su actividad (sean neutras). La selección purificadora se ocupa de eliminar la 

fracción de mutaciones deletéreas, que son distintas para cada gen. Alternativamente, 
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tasas de mutación diferentes en distintas regiones del genoma podrían explicar en parte 

la variabilidad en las tasas de sustitución entre genes.   

¿Pero qué factores determinan que algunas proteínas sean más conservadas (= 

tengan menor proporción de mutaciones neutras) evolutivamente que otras? En un 

estudio reciente realizado con el proteoma completo de levaduras (Drummond et al., 

2005) los autores concluyen que el nivel de expresión de un gen es el principal 

determinante en la tasa de reemplazo. Se esbozaron tres hipótesis (Rocha, 2006) para 

explicar esta observación, dos de ellas son creíbles:  

1) La hipótesis de la eficiencia traduccional. Sabemos que algunos ARNt son 

más abundantes que otros y además la eficiencia de la unión codon-anticodón varia. 

Esto afecta la tasa de sustitución sinónima en genes de alta expresión. Si algunos de los 

aminoácidos tienen codones con mayor ARNt disponible, esto puede ser adaptativo y se 

seleccionaría en contra la sustitución aminoacídica (con la concomitante disminución de 

la tasa de reemplazo).  

2) La hipótesis de la robustez traduccional. Los errores en la traducción son 

comunes en levaduras. Si hay ciertos aminoácidos que hacen a las proteínas más 

robustas (menos proclives a perder la función si tienen aminoácidos incorrectos) estos 

deberían estar bajo mayor presión de selección en proteínas abundantes. Esto sería así 

dado que las proteínas más abundantes podrían generar más cantidad (en valores 

absolutos) de proteínas mutadas que podrían ser tóxicas. Por lo tanto podría haber 

selección sobre las proteínas abundantes para que “toleren” más mutaciones en la 

traducción. Pero se conoce realmente poco del impacto de la incorporación de un 

aminoácido incorrecto en el plegamiento de una proteína, por lo tanto faltan elementos 

para validar esta hipótesis. Esta misma explicación vale para la tasa sinónima y el sesgo 

en el uso de codones sinónimos (ver más arriba). El gen tendría los codones sinónimos 

cuya traducción genera menos errores.   

Se ha vinculado la tasa de sustitución no sinónima con otras variables (Pàl et al., 

2006). Entre estas variables, las más factibles de estar vinculadas son:  

 

1) Número de interacciones proteína-proteína del gen. Cuanto mayor sea el número de 

interacciones de la proteína, más proporción de sus aminoácidos estará sujeta a 

selección purificadora y por lo tanto menor será su tasa de reemplazo.  
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2) Expresión del gen en distintos tejidos. Las proteínas que se expresan en muchos 

tejidos tienen que “trabajar” en distintas condiciones celulares e interaccionan con 

numerosas proteínas. Esto haría que sus aminoácidos estén muy conservados. Esta 

variable está altamente correlacionada con el nivel de expresión y por lo tanto es 

complicado determinar cuál de las dos está afectando la tasa de reemplazo.  

 

3) Diferencias en el fitness si el gen es anulado (denominado “dispensability” en 

inglés). Las mutaciones en proteínas que tienen un menor aporte al fitness tienen mayor 

probabilidad de ser neutras y por lo tanto de fijarse por deriva génica. En cambio, las 

mutaciones en proteínas que aportan más al fitness, serán seguramente deletéreas y 

eliminadas por selección.   

        

En contraste con la visión neutralista, algunos estudios muestran que una gran 

proporción de las sustituciones aminoacídicas son causadas por selección positiva (Fay 

et al., 2002; Bierne y Eyre-Walker, 2004). En este escenario las diferencias entre las 

tasas de reemplazo se deberían a que unos genes están sujetos a presiones selectivas 

positivas más grandes que otros.         

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

______________________________________________________________________ 

35

Objetivos 
 
 
 
 

1) Entender la evolución de la familia génica Asr en plantas con semilla y en el género 

Lycopersicon. 

 

2) Avanzar en la comprensión de la función de la familia Asr a través de uno de sus 

miembros: el gen Asr1.  
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Materiales y Métodos  
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Semillas de tomates salvajes  

 

El centro de germoplasma de tomate TGRC (Tomato Genetics Resource Center, 

Universidad de California, Davis, Estados Unidos) nos proveyó las semillas de las 

especies de tomate silvestres. Utilizamos las siguientes poblaciones: Lycopersicon 

chilense (LA 2884), Lycopersicon esculentum v.cerasiforme (LA1228), Lycopersicon 

hirsutum (LA1223), Lycopersicon peruvianum v.humifusum (LA0385), Lycopersicon 

peruvianum f.glandulosum (LA1292), Lycopersicon cheesmanii (LA0521) y 

Lycopersicon esculentum cv. M-82.  

 
Extracción de ADN genómico de tomates silvestres, amplificación por PCR de los 

genes Asr y posterior secuenciación 

 

La purificación de ADN se hizo siguiendo el protocolo de Peralta y Spooner (2001). 

El único cambio que se hizo a este protocolo fue repetir la extracción con 

cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). El DNA resuspendido en agua fue limpiado con 

sales de acetato (acetato de amonio 7,5 M y acetato de sodio 2,5 M).  

Los 35 ciclos de PCR consistieron en una etapa de desnaturalización (1 minuto, 

95°C), una de pegado de los primers (1 minuto, 55°C para todos los primers) y otra de 

polimerización (1 minuto, 72°C). Se utilizó Taq polimerasa (Invitrogen). Los productos 

de amplificación fueron corridos en agarosa low melting point 1 %, luego cortados del 

gel y purificados usando el kit Concert (Gibco). Los fragmentos de PCR fueron 

secuenciados en el Biotechnology Resource Center (Universidad de Cornell, Estados 

Unidos) con un aparato ABI 3700.  

Los primers utilizados para amplificar los genes fueron los siguientes: 

Para Asr1:  

primer FW: 5′-GATAGATTTATTGTTTCAGATGGAG-3′ 

primer RV: 5′-CCATATTTGGTATAAGTGTTGTGTC-3′.  

Asr1 de L. chilense y L. peruvianum f.glandulosum fue amplificado desde ADNc de 

hoja estresada hídricamente con otros primers (que también se usaron para secuenciar el 

gen): primer FW: 5′-CAGATGGAGGAGGAG-3′,  

primer RV: 5′-TAGAAGAGATGGTGGTGTCCC-3′   
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Para Asr3:  

primer FW: 5′-CAAAGCATAAATTGTCTATCGACGT-3′,  

primer RV: 5′-GTCCATAGATGGGTGAC-3′.  

Para Asr4: 

 primer FW: 5′-GTCACCAAAAAACATCATGGC-3′,  

 primer RV: 5′-AGGATAGATTGATCAGCACAC-3′. 

 

Los  primers usados para secuenciar fueron los siguientes 

Asr1: 5′-CCTCTTTTGTTGGTGATAAT-3′ y 5′-AACAACACTTATTTTGAAACG-3′. 

Los primers usados para secuenciar Asr3 fueron los mismos que se usaron para 

amplificar por PCR.  

Asr4 : 5′-CGGAGGAGATAATACATATGG-3′.  

 

Análisis de secuencias y filogenias 

 

Las secuencias de los genes Asr fueron editadas con BioEdit (Hall, 1999) y 

posteriormente alineadas con CLUSTALX. Los alineamientos de proteínas también 

fueron hechos con CLUSTALX, luego se analizaron y editaron visualmente. La 

identidad de las proteínas ASR de tomate fue calculada con BioEdit (Hall, 1999)  

Las secuencias de proteínas ASR fueron seleccionadas del GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) y los Plant Unigene Indices 

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/plant.shtml) usando BLASTP y tBLASTn con la secuencia 

de ASR1 de tomate como query. Para la contrucción del árbol seleccionamos las 

especies con más de un gen Asr y representantes de grupos diversos de plantas.  Los 

números de acceso al GenBank y tentative consensus (TC) de Plant Unigene Indices son 

los siguientes: ASR1, 2282019 y TC162125; ASR2, 584787 y TC165353; ASR3, 

400471 (incompleta) y TC158596 (completa); ASR4, DQ058762 y TC124842; CI21A, 

4098248; CI21B, 4098250; DS2, 23095773; ASR1 arroz, 50252229; ASR2 arroz, 

15289937; ASR3 arroz, 20146221; ASR4 arroz, 20146222; ASR5 arroz, 2773154; 

ASR6 arroz, 38605916; ASR1 maíz, TC262475; ASR3 maíz, TC253974; ASR5 maíz, 

TC258649; ASR6 maíz, TC258651; ASR2 maíz, TC250893; ASR4 maíz, TC258618; 

LP3-0, 1519370; LP3-1, 1297089; LP3-2, 1401226; LP3-3, 1401234; Pummello, 

624672; Amapola, 6525055; Planta de hielo, 7484607; Damasco, 2677824; Vid, 

14582465; Ginkgo, 38532363; Banana, 47575681 y Pimiento ASR1, AY496130. Las 
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secuencias de Asr1, Asr3 and Asr4 obtenidas en esta tesis fueron  depositadas en el  

GenBank con los números: DQ058744 a DQ058762. Las secuencias de Asr2 son 

AY217009 a AY217014 y L20756.  

El árbol de proteínas ASR fue construido con MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) 

utilizando el algoritmo de Neighbor-joining. Se usó la opción pairwise deletion, que 

elimina del análisis todos los sitios que presentan gaps en al menos una secuencia. Las 

distancias se calcularon como proporción de sitios distintos entre dos secuencias (p-

distance). Las pruebas de bootstrap se hicieron con 500 pseudoreplicas. Una corrección 

de las distancias por Poisson dio un árbol idéntico con soporte de bootstrap (> 70%) a 

los mismos nodos. La información del genoma de arroz fue tomada del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PLANTS/PlantList.html). 

 

 

El programa PAML (Yang, 1997) fue usado para estimar el número sustituciones   

sinónimas y  no sinónimas por rama y el número total de sitios sinónimos y de 

reemplazo  bajo un modelo que permite al Ka/Ks (ω) tomar cualquier valor en las 

distintas ramas de un árbol filogenético (free-ratio model, Yang, 1998). Las frecuencias 

de equilibrio de los codones fueron calculadas con las frecuencias nucleotídicas 

observadas en cada posición del triplete. La tasa de  transición/transversión (κ) fue 

estimada de los datos. Para sacar las tasas de evolución para cada gen, el número de 

sustituciones  sinónimas y  no sinónimas (sumadas sólo para las ramas de Lycopersicon 

o el árbol entero, que incluye Solanum) fue normalizado por el número total de sitios 

sinónimos y de reemplazo en cada gen. El número total de sitios sinónimos/sitios 

reemplazo es: Asr1, 67.5/256.5; Asr2, 68/247; Asr3, 42.8/281.2; Asr4, 84.8/368.2. Las 

diferencias entre genes en las tasas de sustitución fueron analizadas estadísticamente 

con una tabla de contingencia 2 × 2 y la prueba exacta de Fisher. La filogenia usada 

para “mapear” los cambios se comenta en la introducción de esta tesis y en Frankel et 

al. (2003).  
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Expresión de los genes Asr en tomates silvestres  

 

Las plantas de tomate fueron germinadas en medio MS y  15 días después 

transferidas a macetas con tierra en una cámara con luz, humedad, temperatura y riego 

controlados. A los 45 días de sembradas las plantas fueron sacadas de la tierra y se 

limpiaron las raíces con agua de la canilla. La planta entera se dejó secar por 0, 6 ó 24 

horas en la mesada del laboratorio.  En el momento correspondiente las hojas y raíces 

fueron cortadas e inmediatamente sumergidas en nitrógeno líquido hasta la extracción 

de ARN. El control es de plantas no estresadas. Los valores de contenido relativo de 

agua fueron similares entre las especies.  

El ARN se extrajo de hojas y raíces con Trizol, siguiendo el protocolo del fabricante 

(Gibco BRL). El ARN de tres plantas distintas fue mezclado en un solo tubo y luego fue 

usado para el  Northern Blot.  La preparación del gel desnaturalizante, la transferencia e 

hibridación se hicieron siguiendo el protocolo clásico (Sambrook y Russell, 2001). Las 

sondas utilizadas son mayormente de zonas no codificantes. La hibridación y los 

lavados se realizaron con alta rigurosidad (65°C, 0.1× SSC, 0.1% SDS). La idea fue 

evitar la hibridación cruzada entre miembros de la familia con alta identidad 

nucleotídica. Las sondas se sintetizaron a partir de producto de PCR de ADNc de 

tomate cultivado y fueron marcadas por random priming (Prime-a-Gene Labeling 

System, Promega) con ATP-32P alfa. Los productos de PCR se amplificaron con los 

siguientes primers: 

 

Para Asr1, 

FW: 5′-TCGATAGATTTATTGTTTCAGATGGAG-3′,  

RV: 5′-GACACAACACTTATACCAAATATGG-3′.  

 

Para Asr4,  

FW: 5′-GCATTCCATGAACATCATCAG-3′,  

RV: 5′-AGGATAGATTGATCAGCACAC-3′. 
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Preparación de las plantas transgénicas que sobreexpresan o silencian el gen Asr1 

 

 La secuencia codificante completa de Asr1 fue liberada del plásmido p444 cortando 

con Asp718 (5’) y XbaI (3’). Este fragmento de 348 pb. fue rellenado con la enzima 

Klenow para generar extremos romos y subclonado en el sitio SmaI del vector pBINAR 

(Liu et al., 1990) entre promotor 35S del CaMV y el terminador OCS. Luego se 

seleccionaron dos clones: uno con la inserción en orientación sentido y otro con la 

inserción en orientación antisentido. Estos plásmidos fueron chequeados por 

secuenciación y luego introducidos por electroporación en Agrobacterium tumefaciens 

(cepa C58C1). Discos de hoja de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) y papa 

(Solanum tuberosum cv. Desiree) fueron transformados por Agrobacterium tumefaciens 

y luego cultivados en medio inductor de tallo (Rocha-Sosa et al., 1989). Los tallos 

emergentes fueron cortados y seleccionados en medio MS (Murashige y Skoog 1962) 

con kanamicina.  

 

Condiciones de crecimiento de las plantas transgénicas y wild type 

 

Las plantas de papa y tabaco fueron mantenidas en  cultivo de tejidos con un 

régimen de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad en medio MS (Murashige y Skoog 

1962) conteniendo sacarosa 2%. En el invernadero las plantas de papa se crecieron 

régimen de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad bajo luz de  250 µmol m-2 s-1 a 22 

°C. Las plantas de tabaco se crecieron con el mismo régimen de luz/oscuridad y la 

misma intensidad de luz pero a una temperatura de 25°C durante el día y de 20°C 

durante la noche.    

 

Extracción de ARN de tubérculos, RT y PCR en tiempo real  

 

El ARN total de tubérculos fue extraído con el protocolo de Logemann et al. (1987).  

Este protocolo está diseñado para eliminar los polisacáridos del tejido e involucra una 

extracción con fenol(ácido)-cloroformo-isoamílico 25:24:1 y una posterior precipitación 

con cloruro de litio. Las reacciones de retrotranscripción  fueron hechas con 2 µg de  

RNA total (previamente tratado con DNAsa RQ1 –Promega-) siguiendo las 

instrucciones del manual de la enzima SuperScript II Reverse Transcriptase 
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(Invitrogen). Los 20 µl de las reacciones de RT fueron diluidas ½ y 1 µl de esta 

solución fue usado para la PCR en tiempo real, para la cual se uso SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems). Se hicieron tres réplicas técnicas (de cada ADNc) 

que dieron muy poca variación entre sí y por lo tanto trabajamos con el promedio de las 

tres mediciones. Las reacciones fueron corridas en un aparato ABI HT7300 (Applied 

Biosystems). Una curva de diluciones con producto de PCR fue hecha para cada gen. 

Las cantidades de transcripto fueron extrapoladas de estas curvas  y normalizadas con el 

gen housekeeping EF-1α. La expresión de este gen housekeeping mostró diferencias 

menores a 1 Ct entre las distintas muestras.  No se observaron dímeros de primers. 

Los  primers usados para cada gen son:  

TC96617 (HT cebada) 

FW: 5’ACAGAGTTCTTTGCCGTTGGAG 3’ 

RV:  5’GCATGAATCGCCTCGAGTCAC 3’  

TC97054 (HT2 tomate) 

FW 5’CAGACAACCTTAACCACGGTTGG 3’ 

RV 5´GTCCGGCTGAACGAGTTTCC 3’  

EF-1α (GenBank # 29892962) 

FW 5’ TGGTGTGATCAAGCCTGGTA 3’ 

RV 5’ AAGAGCTTCGTGGTGCATCT 3’ 

ci21B (GenBank #4098249) 

FW 5’ AGTAGCTGCAGTTGGTGCTG 3’ 

RV: 5´ACAACATGGAGTCCATGGGTG 3’ 

Las secuencias de los Tentative consensus (TC) fueron tomadas del TIGR 

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/plant.shtml) 

 

Incubación de discos de tubérculo con  
14

C-glucosa 

 

Los tubérculos en desarrollo de plantas de 10 semanas fueron sacados de las 

macetas y limpiados rápidamente con agua de la canilla. De estos tubérculos se extrajo 

un cilindro de 10 mm de diámetro con un sacabocado. La parte interna de este cilindro 

se usó para obtener discos de 2 mm (alto) que fueron lavados exhaustivamente en medio 

de incubación (10 mM MES-KOH pH 6.5). Los discos de tubérculo fueron incubados 

en 8 ml de MES (en Erlenmeyers de 100 ml) que contenían glucosa 20 mM no marcada 
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y 2 µCi de U-14C-glucosa (3 mCi/mmol). Dos discos por planta fueron tomados para la 

incubación y luego de 2 horas congelados en nitrógeno líquido. Este tejido se extrajo 

sucesivamente con  2 ml de etanol 80%, 2 ml etanol 50%, 2 ml etanol 20%, 2 ml H2O, y 

2 ml de etanol 80% nuevamente. El pellet se resuspendió rápidamente en agua para 

medir su radiactividad en un contador de centelleo. Los 10 ml de líquido fueron secados 

en un speedvac overnight y resuspendidos en 2 ml de agua para medir su radiactividad 

en un contador de centelleo. Esta fracción soluble fue luego separada en 3 sub-

fracciones: neutral, aniónica y básica por medio de resinas de intercambio iónico. La 

resina catiónica (Dowex 50W) tuvo un pH 7 y la resina aniónica (Dowex 1) pH 3. Más 

detalles de este fraccionamiento se pueden encontrar en Fernie et al. (2001). El 14CO2 

liberado fue capturado en KOH y la radiactividad de la solución fue evaluada en un 

contador de centelleo.  

 

Análisis de metabolitos por GC-MS 

 

100 mg de tubérculo de papa fueron extraídos con 1,4 mL de metanol (una 

descripción detallada del protocolo se encuentra en Roessner et al. (2000). Durante la 

extracción se agregan 50 µl de un standard interno (ribitol 2 mg/ml agua) que 

posteriormente se usa para normalizar las cantidades de metabolitos. Los productos de 

la extracción son derivatizados (para poder volatilizar ciertos compuestos y proteger 

algunos grupos) por 90 minutos a 30°C (con 80 µl de 20 mg metoxiamino 

hidrocloruro/ml de piridina) y posteriormente tratados por 30 minutos a 37°C con 80 µl 

de N-metil-N-[trimetilsilil]trifluoroacetamida). Se agregaron los siguientes standards 

(antes de la trimetilsililación) para controlar el tiempo de retención en la columna: 3.7% 

ácido hepatónico, 3.7% ácido nonanoico, 3.7% ácido undecanoico, 3.7%  ácido 

tridecanoico, 3.7% ácido pentadecanoico, 7.4% ácido nonadeanoico, 7.4% ácido 

tricosanoico, 22.2% ácido heptanoico y 55.5% ácido hentriacontanoico.   

El cromatógrafo gaseoso acoplado al espectrómetro de masa (GC-MS) utilizado en 

esta tesis se detalla en Roessner et al. (2000). Los cromatogramas se analizaron con el 

programa MASSLAB (ThermoQuest). Los metabolitos se identificaron con 

“bibliotecas” de standards como se  describe en Roessner et al. (2000). Las cantidades 

de los metabolitos están normalizadas por la cantidad de los mismos en plantas wild 

type.   
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Cuantificación de glucosa, fructosa, sacarosa y almidón en papas y tabacos. 

 

Se realizó un extracción etanólica tanto de hojas como de tubérculos (descripta en 

Trethewey et al., 1998). El almidón (presente en el pellet de la extracción etanólica) se 

cuantificó con el método UV (kit de Boehringer Mannheim). Los azúcares solubles se 

cuantificaron espectrofotométricamente (340 nm) como se describe en Stitt et al., 

(1989).  

 

Parámetros fotosintéticos  

 

Los parámetros de intercambio gaseoso fueron medidos en seis plantas por línea 

(dos réplicas técnicas por planta) en una cámara especialmente diseñada (los detalles se 

pueden encontrar en Muschak et al., 1999).  El software Diagas (Walz) fue usado para 

calcular la asimilación de CO2, la tasa de transpiración y la conductancia estomática. En 

la cámara se introduce un folíolo de la hoja de papa cuyo contorno es luego copiado en 

papel milimetrado para normalizar por la superficie total.   

 

 

Purificación de la proteína ASR1 y microscopía de fuerza atómica 

 

La secuencia codificante completa de Asr1 fue subclonada desde el plásmido p444 

al plásmido de expresión pTZ18 (Pharmacia) con las enzimas de restricción ClaI (5´) y 

BamHI (3´). En este vector, el gen de interés se ubica río abajo del promotor de la 

polimerasa viral T7. Al introducir este plásmido en la cepa BL21 de Escherichia coli, 

que tiene la polimerasa T7 en el cromosoma bajo el promotor del operón lac, se puede 

lograr la expresión de la proteína induciendo el cultivo con IPTG. Este cultivo fue 

tratado según las instrucciones del kit de purificación por columna de nickel  (HisTrap 

Kit, Amersham). Es importante destacar que la proteína ASR1 tiene dos tractos de 

histidina propios que facilitan la purificación sin el agregado de un tag. La proteína fue 

eluída con imidazol 300 mM y la pureza fue evaluada sembrando 10 µg en un PAGE 

teñido con Coomasie Blue. Fue necesario cambiar el buffer de la proteína (de fosfato a 

HEPES pH 7.4) para la realizar la microscopía. Esto fue hecho con un filtro centricon-

10 (Millipore).   



 

 

______________________________________________________________________ 

45

Las muestras de ASR1 (20 pg/µl) fueron preincubadas por 20 minutos con  

pBluescript SK+ 60 pg/ul (purificado con CsCl según el protocolo de Sambrook y 

Russell, 2001) a una relación molar ASR1/DNA 10:1 en 4 mM HEPES pH 7.4 en 

presencia de ZnCl2 1 mM. La mezcla (10 µl) fue depositada en una lámina de mica 

cortada en el momento. Luego, se incubó 5 minutos y posterioremente se lavó con 500 

µl de agua milliQ y secó con gas nitrógeno aplicado localmente. En el caso de la 

visualización de la proteína sola o el plásmido solo, se omitió el agregado del otro 

componente.      

Se utilizó el modo tapping de AFM usando un microscopio “Nanoscope III 

Multimode-AFM” con un scanner “J-type piezoelectric” y cantilevers de 125 µm de 

largo y una  constante de fuerza de 40 N/m (NanoDevices, Veeco Metrology, Santa 

Barbara, CA, USA). Las imágenes fueron tomadas con un tamaño de 0.5-3 µm a una 

frecuencia de 1-2 Hz y luego fueron procesadas con el software Nanoscope 4.2. 
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Resultados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

______________________________________________________________________ 

47

Capítulo I  
 
 
Los genes Asr en arroz, tomate y demás plantas con semilla. 

 

Para poder tener una visión integral de la evolución de la familia génica en 

plantas superiores decidimos buscar en bases de datos las secuencias Asr disponibles. 

Estas secuencias se sumaron a las ya documentadas bibliográficamente (ver 

introducción). En esta sección comenzamos describiendo un nuevo miembro de la 

familia génica en tomate y hacemos la comparación pertinente con los miembros ya 

conocidos. Posteriormente, aprovechando la información genómica de arroz, 

comparamos las familias Asr de arroz y tomate. Para finalizar, construimos un árbol 

filogenético con una gran cantidad de genes Asr de diversas especies y observamos las 

relaciones de parentesco entre los genes. 

 

Hasta este momento se conocían tres genes Asr en tomate (Rossi et al., 1996). 

Decidimos bucear la nutrida base de datos de ESTs de tomate 

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/plant.shtml; contiene 162,621 ESTs) para ver si existían 

secuencias con identidad a los Asr ya conocidos. Encontramos el TC #124842 que 

mostraba identidad con el gen Ds2 de papa (Genbank #CAC86102). Las siglas TC 

corresponden al término inglés tentative consensus, lo que hace referencia a que el 

mismo es producto de ensamblar ESTs que muestran identidad de secuencia formando 

un contig (que correspondería con un ARNm). Nos sorprendimos al ver que este TC 

tenía codones stop en la supuesta secuencia codificante. La hipotética secuencia 

codificante quedaría definida en este caso por dos zonas con identidad con Ds2 (en dos 

marcos de lectura distintos) separadas por una región que presentaría codones stop 

(figura 11). Los supuestos codones stop presentes en la secuencia indicarían que este 

Asr es un pseudogen. También podrían deberse a un incorrecto ensamblado de los 

ESTs. Para poder definir esta cuestión decidimos investigar un poco más y diseñamos 

primers para amplificar esta secuencia tanto de ADNc de hoja estresada hídricamente (si 

fuera posible) como de ADN genómico de tomate. Pudimos amplificar el gen tanto de 

ADNc como de ADN genómico (figura 12) y obtuvimos bandas de alrededor de 900 y 

1000 pares de bases respectivamente. Esto nos está indicando que el gen se expresa y se 

procesa cotranscripcionalmente eliminando  
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cggccggggatcccaaagtattttgttctactactacttttttttcatacacaattgtca 
 R  P  G  I  P  K  Y  F  V  L  L  L  L  F  F  H  T  Q  L  S  
ccaaaaaacatcatggctgaagaaaagaaacatcactttggtggtctctttaaccaccac 
 P  K  N  I  M  A  E  E  K  K  H  H  F  G  G  L  F  N  H  H   
aagaacaaagaggaagacacccccattgagaaaactacatatgaagaaacaacctatgaa 
 K  N  K  E  E  D  T  P  I  E  K  T  T  Y  E  E  T  T  Y  E  
gacagtgaaaaaactagcacttatggagacaacacatatggtgaaaaaactagttatggt 
 D  S  E  K  T  S  T  Y  G  D  N  T  Y  G  E  K  T  S  Y  G  
gatgatacatatggcaaaaaaactaccacatatggagatgacaacaaatatagtgagaaa 
 D  D  T  Y  G  K  K  T  T  T  Y  G  D  D  N  K  Y  S  E  K  
actagttatggtgatgatacatatgacgaaaaaactaacacatatggagatgaaaacaaa 
 T  S  Y  G  D  D  T  Y  D  E  K  T  N  T  Y  G  D  E  N  K  
tatggtgagaaaactagttacagtgagggagatgacaacaaatatggtgagaaaactagt 
 Y  G  E  K  T  S  Y  S  E  G  D  D  N  K  Y  G  E  K  T  S  
tatggtggtgatacatatggcgaaaaacctacctcctacggaggagataatacatatggt 
 Y  G  G  D  T  Y  G  E  K  P  T  S  Y  G  G  D  N  T  Y  G  
gagaaaacaagttatggtgggggagatgaaaacaagtatggtgagaaaactagttatgga 
 E  K  T  S  Y  G  G  G  D  E  N  K  Y  G  E  K  T  S  Y  G  
gagaaagctagttatggtggaggagatgacaacaaatatggtgagaaaacaagttatggt 
 E  K  A  S  Y  G  G  G  D  D  N  K  Y  G  E  K  T  S  Y  G  
aatgaggaaggtggctatggtggaggagttggtgcctactcatctgagactactactaat 
 N  E  E  G  G  Y  G  G  G  V  G  A  Y  S  S  E  T  T  T  N  
tatgaagagaatgatgatagtggaaccaaaacttctgaggattacaaggaagagaagaaa 
 Y  E  E  N  D  D  S  G  T  K  T  S  E  D  Y  K  E  E  K  K  
catcacaagcatcttgaagaacttgggggacttggagctgttgctgctggtgcctttgct 
 H  H  K  H  L  E  E  L  G  G  L  G  A  V  A  A  G  A  F  A  
ttggtaaatattctttaattctaactttccacgtgacaatgcatatgtatgagattacaa 
 L  V  N  I  L  *  F  *  L  S  T  *  Q  C  I  C  M  R  L  Q  
gattaaatgacattttcctacgttaatcttcgatatggtatatgaaaatttcagcatgag 
 D  *  M  T  F  S  Y  V  N  L  R  Y  G  I  *  K  F  Q  H  E  
aagcacaaggcagagaaagatccagagcatgcacacaagcacaagatagaggaagagata 
 K  H  K  A  E  K  D  P  E  H  A  H  K  H  K  I  E  E  E  I  
gccgcagtagctgcagttggtgctggtggatttgcattccatgaacatcatcagaagaaa 
 A  A  V  A  A  V  G  A  G  G  F  A  F  H  E  H  H  Q  K  K  
gaagcaaaagaagaagaggaggaagctgagggaaagaagaagcatcatttcttctaatga 
 E  A  K  E  E  E  E  E  A  E  G  K  K  K  H  H  F  F  *  *  
attctcttgtcataacatatagtatttgttgtgtgctgatcaatctatcctttaattaat 
 I  L  L  S  *  H  I  V  F  V  V  C  *  S  I  Y  P  L  I  N  
acgtactcagcatgcacctaaataatttgtatgtgtgttacactactcttctctttgatg 
 T  Y  S  A  C  T  *  I  I  C  M  C  V  T  L  L  F  S  L  M  
ttgtgcacctactttaatttgcatgagtgtgaataatattacgtatattgtttttcttaa 
 L  C  T  Y  F  N  L  H  E  C  E  *  Y  Y  V  Y  C  F  S  *  
aaaaaaaacctgtgg 
 K  K  N  L  W 

 

 
Figura 11. Secuencia nucleotídica del TC# 124842 traducida en uno de sus marcos 
de lectura. En amarillo se muestran las regiones con identidad de secuencia con Ds2

de papa. En rojo se marca la región que no tiene identidad con Ds2, que contiene 
codones stop (marcados con asteriscos). Esta región resultó ser el intrón de un 
ARNm  inmaduro. 
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un intrón de aproximadamente 100 bases. Al comparar la secuencia genómica con el TC 

#124842 (no mostrado) pudimos corroborar que este último tiene la secuencia del intrón 

en el medio de la secuencia codificante. Seguramente el EST del que se obtuvo la 

secuencia provenía de un ARNm que todavía no se habían procesado y mantenía el 

intrón.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hechos los análisis mencionados en párrafos anteriores, decidimos llamar al nuevo 

gen “Asr4” y enviar la secuencia ya curada al GenBank (#DQ058762). Luego hicimos 

un alineamiento de las cuatro proteínas ASR de tomate (figura 13). Con este 

alineamiento se puede ver que Asr4 es más largo que los otros miembros debido a una 

inserción de 186 aminoácidos en el N-terminal. Esta región está formada por 

repeticiones imperfectas del motivo YGEKTSYGG(G/D)D(T/N)K. Nos llamó la 

atención la gran cantidad de posiciones conservadas entre los cuatro miembros de la 

familia y la alta identidad de secuencia (figura 13). Este hecho podría implicar una 

cercanía evolutiva de los eventos de duplicación, altos niveles de selección purificadora, 

eventos de evolución concertada o combinaciones de las opciones mencionadas 

anteriormente. 

Quisimos analizar si Asr4 estaba ubicado cerca físicamente de Asr1-Asr2-Asr3, que 

están íntimamente ligados (posiblemente en tándem) en el cromosoma IV de tomate 

(Rossi et al.,1996). 

~ 900 pb 

~ 1000 pb 

Figura 12. Gel de agarosa que muestra los productos de amplificación de Asr4 
provenientes de ADNc (de hoja estresada hídricamente) y ADN genómico. En 
la calle de la izquierda se puede observar un marcador de peso molecular cuyos 
tamaños están en pares de bases.  
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Proteína ASR1 ASR2 ASR3 ASR4 
ASR1 -- 82% 72% 71% 
ASR2  -- 79% 75% 
ASR3   -- 67% 
ASR4    -- 

 
 
Figura 13. Alineamiento de las cuatro ASR de tomate. Se enmarcan los aminoácidos conservados en las cuatro proteínas. Debajo    
del alineamiento se muestran las dos regiones (repetitiva y compartida) secuenciadas en Asr4 de tomates silvestres 
En la tabla se ven los valores de identidad en la comparaciones de las cuatro proteínas. Para ASR4 se excluyó el dominio extra. 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
....|.... | . . . . | . . . . | . . . . |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. . . . | . . ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ASR1 Tomate MEEEKH-HH H H L F -  H H K D K A -  -  -  -  --------------------------------------------------- -  -  -  -  -  -  -  ------------------------------------------------
ASR2 Tomate MAEEKHQHH H H L F -  H H K N K E -  -  -  -  --------------------------------------------------- -  -  -  -  -  -  -  ------------------------------------------------
ASR3 Tomate MAEEKQ--H  H R L F -  H H K N R E -  -  -  -  --------------------------------------------------- -  -  -  -  -  -  -  ------------------------------------------------
ASR4 Tomate MAEEKKHHF G G L F N H H K N K E E D T P IEKTTYEETTYEDSEKTSTYGDNTYGEKTSYGDDTYGKKTTTYGDDNKYSEK T S Y G D D TYDEKTNTYGDENKYGEKTSYSEGDDNKYGEKTSYGGDTYGEKPTSYG

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
....|.... | . . . . | . . . . | . . . . |....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. . . . | . . ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ASR1 Tomate ---------  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -----------------------EE G- -------------------------  -  P V D Y E KEIKHHKHLEQIGKLGTVAAGAYALHEKHEAKKDPEHAHKHKI EEEI A
ASR2 Tomate ---------  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -----------------------DE GG-------------------------  -  P V D Y E KEVKHHSHLEKIGELGAVAAGALALHEKHKAKKDPEHAHKHKIEEEIA
ASR3 Tomate ---------  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -----------------------EE GG-------------------------  -  P V D H K KKVKHHSHLQKIGELGAVAAGPYALHEKHKAKKDPENAHKHKIKQEIA
ASR4 Tomate GDNTYGEKT S Y G G G D E N K Y G E K T S YGEKASYGGGDDNKYGEKTSYGNEEGGYGGGVGAYSSETTTNYEENDDSGTK T S E D Y K EEKKHHKHLEELGGLGAVAAGAFALHEKHKAEKDPEHAHKHKI EEEI A

270 280 290
....|.... | . . . . | . . . . | . . . . |....|....|...

ASR1 Tomate AAAAVGAGG F A F H E H H E K K D A K K E EKKAEGGHHHLF--
ASR2 Tomate AVAAVGAGG F A F H E H H Q K K D A K K E KKEVEGGHHHHHHY
ASR3 Tomate AVAAVGAGG F A F H E H H Q K K E A K K E KKAAEKGRHH- ---
ASR4 Tomate AVAAVGAGG F A F H E H H Q K K E A K E E EEEAEGKKKHHFF-

 Región repetitiva Región compartida
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Como ya teníamos una zona candidata en la que podía estar el gen Asr4, usamos las 

líneas ya existentes de introgresión de L.pennellii en L.esculentum para realizar un 

mapeo aproximado. En particular, utilizamos la linea 4-3-2, que tiene una introgresión 

de pennelli en esculentum en una región del cromosoma IV (figura 14). Esta región de 

19 cM está flanqueada por los marcadores TG182 y CD55 e incluye a los genes Asr1-

Asr2-Asr3 (Rossi et al., 1996). La idea de utilizar las líneas de introgresión es la 

siguiente: si Asr4 está ubicado cercano a los otros tres genes, la línea introgresada 

tendrá para este gen la misma secuencia nucleotídica que tiene el parental L.pennellii. 

Contrariamente, si Asr4 no estuviese en la región introgresada, la secuencia de Asr4 

sería la misma que tiene el parental L.esculentum. Luego de secuenciar parte del gen 

Asr4 en L.pennellii y la línea 4-3-2 (ya contabamos con la secuencia de L.esculentum), 

pudimos ver que la secuencia de pennelli y la línea 4-3-2 son idénticas (no mostrado). 

Por lo tanto, el gen Asr4 está posicionado en el cromosoma IV de tomate, cercano a los 

otros tres genes. Esta estrategia de mapeo nos permite tener una ubicación estimativa de 

la ubicación del gen, pero no sabemos si está al lado de los otros genes o a unas cuantas 

kilobases. 

 

Conociendo ya los cuatro Asr de tomate, buscamos in silico los genes Asr de arroz 

con la intención de comparar las familias en estas dos especies. Encontramos seis genes 

Asr en el genoma completo de arroz y los enumeramos arbitrariamente. En la figura 15 

se ve una comparación de los genes entre las dos especies para la ubicación 

cromosómica, el tamaño de la proteína, el tamaño del intrón y la existencia de ESTs. A 

partir de esta comparación podemos concluir que los genes de arroz, a diferencia de los 

de tomate,  se encuentran dispersos en distintos cromosomas. Sólo Asr3 y Asr4 de arroz 

están ubicados en tándem en el cromosoma I; dado que tienen el mismo largo de intrón, 

posiblemente sean producto de una duplicación reciente. El gen Asr2 de arroz está 

también en el cromosoma I, pero a más de 200 Kb del par  Asr3-Asr4. Pudimos observar 

que todos los genes tienen ESTs, lo que confirma que se transcriben y son funcionales. 
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Figura 14. Se muestra el cromosoma IV de tomate y la zona introgresada de pennellii en 
esculentum en la línea 4-3-2 (encuadrada).   Tomado de 
http://www.sgn.cornell.edu/maps/pennellii_il/chr4.pl   
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 Cromosoma en tándem con Tamaño intrón (pb) Tamaño proteína (aa) ESTs 
Arroz      
Asr1 II -- Splicing alternativo 63/71/91/105 Sí 
Asr2 I -- 440 182 Sí 
Asr3 I 4 131 105 Sí 
Asr4 I 3 131 96 Sí 
Asr5 XI -- 119 138 Sí 
Asr6 IV -- 84 229 Sí 

      
Tomate      

Asr1 IV ? 687 110 Sí 
Asr2 IV ? 111 114 Sí 
Asr3 IV ? 476 108 Sí 
Asr4 IV ? 111 297 Sí 

 
 
Figura 15. Comparación de las familias génicas de arroz y tomate. Los signos de 
interrogación indican que no se sabe si los genes de tomate están uno al lado del otro o 
simplemente cercanos en el cromosoma IV.  
 
 

 

Más adelante, buscamos más genes Asr descriptos en bibliografía o que 

estuvieran en las bases de datos (GenBank o TIGR) con el fin de construir un árbol 

filogenético que mostrase las relaciones entre los genes y permitiese elaborar una 

hipótesis sobre la evolución de la familia génica. No utilizamos absolutamente todas las 

secuencias encontradas para evitar un árbol excesivamente frondoso; eliminamos las 

secuencias de las especies en las que se conociese un solo Asr y que además tuviesen un 

taxón muy cercano cuyo(s) Asr(s) se incluyeran en el árbol. Por ejemplo, incluimos un 

Asr de Prunus armeniaca, pero excluimos un gen similar de Prunus persica. La figura 

16 muestra el árbol obtenido utilizando el algoritmo de neighbor-joining con las 

secuencias proteícas, enraizado con las gymnospermas pino/gingkgo (ver materiales y 

métodos para más detalles). Se pueden observar las relaciones de ortología entre los 

miembros de papa y tomate, Asr1 con ci21A, Asr2 con ci21B y Asr4 con Ds2. En papa 

parece no haber un ortólogo de Asr3, ya que no se encontraron secuencias similares en 

la base de datos de ESTs de papa (que tiene numerosas secuencias) y tampoco pudimos 

amplificar el gen con varios pares de primers diseñados para tomate.  Entre maíz y arroz 

también se pueden determinar ciertas relaciones de ortología entre genes. Pero la 

característica más destacable del árbol es el patrón de agrupamiento de los genes por 

especie (o grupo cercano). Los genes Asr de tomate/papa forman un cluster soportado 
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por el análisis de bootstrap, lo mismo que ocurre con los genes de pino. Los genes de 

arroz aparecen más dispersos en el árbol.  

  

Una posible causa del agrupamiento de genes de la misma especie es que haya 

eventos de conversión génica. Una parte de la secuencia de un miembro de la familia es 

reemplazada por la zona homóloga de otro miembro. Como vimos en la introducción, 

este tipo de evolución concertada puede llevar a la homogeneización de los miembros 

de una familia génica. Se han desarrollado diversos métodos para detectar conversión 

génica (Drouin et al., 1999); uno de los más utilizados es el de Sawyer (Sawyer, 1989). 

Este método busca si un par de secuencias tiene un número de sitios sinónimos idénticos 

contiguos que es mayor a lo que se espera por azar. Al realizar 10.000 permutaciones de 

los sitios sinónimos se determina si es significativo el tamaño del fragmento idéntico 

entre dos secuencias. Nosotros aplicamos la prueba de Sawyer a los genes de tomate. 

Encontramos un fragmento idéntico de 62 pares de bases entre Asr3 y Asr4 de tomate 

que arroja un resultado significativo (P =0.012). Esto implica que entre estos dos genes 

hubo intercambio de secuencias. Por otro lado, no encontramos evidencias de 

conversión génica entre los otros miembros de la familia. 
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 ASR2 Tomate cultivado

 ASR2 L.esculentum v. cerasiforme

 ASR2 L.cheesmanii

 ASR2 L.chilense

 ASR2 L.peruvianum f. glandulosum

 ASR2 L.hirsutum

 ASR2 L.peruvianum v. humifusum

 ci21B Papa

 ASR3 L.chilense

 ASR3 Tomate cultivado

 ASR3 L.esculentum v. cerasiforme

 ASR3 L.peruvianum f. glandulosum

 ASR3 L.peruvianum v. humifusum

 ASR3 L.hirsutum

 ASR3 L.cheesmanii

 DS2 Papa

 ASR4 L.hirsutum

 ASR4 L.peruvianum v. humifusum

 ASR4 L.peruvianum f. glandulosum

 ASR4 L.chilense

 ASR4 L.cheesmanii

 ASR4 L.esculentum v. cerasiforme

 ASR4 Tomate cultivado

 ASR1 Pimiento

 ci21A Papa

 ASR1 L.chilense

 ASR1 L.hirsutum

 ASR1 Tomate cultivado

 ASR1 L.peruvianum v. humifusum

 ASR1 L.cheesmanii

 ASR1 L.esculentum v. cerasiforme

 ASR1 L.peruvianum f. glandulosum

 Vid 
 ASR1 Arroz

 ASR1 Maíz

 ASR4 Maíz

 ASR4 Arroz

 ASR3 Arroz

 ASR3 Maíz

 ASR2 Arroz

 ASR2  Maíz

 Pomelo asiático

 ASR6 Arroz

 ASR6 Maíz 
 Banana

 Damasco

 ASR5 Arroz

 ASR5 Maíz

 Amapola

 Planta de hielo

 Ginkgo

 LP3-1 Pino

 LP3-2 Pino

 LP3-3 Pino

 LP3-0 Pino

0.05 

Figura 16. Árbol filogenético  
de las proteínas ASR.  
Los valores de bootstrap

mayores a 50 se ubican en los 
nodos.  
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Evolución de la familia génica Asr en el género Lycopersicon 

 

 

En mi trabajo de tesis de licenciatura  (defendido en marzo de 2003 en la FCEN) 

examinamos la evolución del gen Asr2 en siete especies de tomate que habitan regiones 

con distinta disponibilidad de agua. Llegamos a la conclusión de que este gen estuvo 

sometido a presiones selectivas positivas en dos especies que habitan lugares áridos 

(Frankel et al., 2003). Estas dos especies son L.chilense, que habita el desierto de 

Atacama en Chile, y L.peruvianum v.humifusum, que vive en una zona semiárida de 

Perú. Para esta tesis buscamos ampliar el estudio a toda la familia Asr de tomate con el 

objetivo de analizar las fuerzas actuantes sobre los otros miembros de la familia génica. 

Es decir, ¿Hubo selección positiva sobre algún otro miembro de la familia? ¿O fue Asr2 

el único miembro que evolucionó de tal manera? Nos preguntamos también si había 

algún miembro que estuviese más conservado que el resto. Para ello secuenciamos los 

genes Asr1, Asr3 y Asr4 en las mismas especies en las que habíamos obtenido la 

secuencia de Asr2. De Asr4 no obtuvimos la secuencia completa, analizamos una parte 

de la región común y otra parte de la región repetitiva (ver figura 13)   

Con las secuencias en mano, mapeamos las sustituciones nucleotídicas 

(sinónimas y no-sinónimas) en una filogenia del género Lycopersicon con papa como 

outgroup (figura 17). Lo hicimos para Asr1, Asr3 y Asr4 y comparamos con los datos de 

Asr2 (Frankel et al., 2003). En la sección de Materiales y Métodos incluimos una 

descripción detallada de la metodología utilizada para el mapeo de las sustituciones.  De 

este análisis pudimos concluir que el único miembro de la familia que muestra huellas 

de selección positiva es Asr2.   

Luego, sumamos para cada gen las sustituciones sinónimas o no sinónimas en todas las 

ramas del árbol y las dividimos por el número de sitios totales sinónimos o no 

sinónimos.  Este valor no es una tasa de evolución propiamente dicha (ya que es la suma 

de distintas ramas), pero permite comparar las velocidades de evolución de los distintos 

genes en el género Lycopersicon y Solanum. En la figura 18, se muestran los resultados 

de este análisis, tomando todas las ramas del árbol o solamente las ramas después de la 

cladogénesis de Lycopersicon (se excluye Solanum).  
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L. peruvianum f. glandulosum

        L. esculentum cv. M-82 

Solanum tuberosum

L. hirsutum 

L. peruvianum v. humifusum

L. esculentum v. cerasiforme 

L. cheesmanii

Asr1 4.1/5.4   

Asr2 3.1/17.5 

Asr3  -/- 

Asr4 7.4/12.3 

Asr1 0.0/1.0   

Asr2 0.0/1.0 

Asr3 0.0/4.1 

Asr4 2.1/5.4 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 0.0/0.0 

Asr3 0.0/0.0 

Asr4 1.0/1.0 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 1.0/0.0 

Asr3 0.0/1.0 

Asr4 0.0/0.0 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 0.0/1.0 

Asr3 0.0/2.0 

Asr4 0.0/0.0 

Asr1 0.0/0.0   

Asr2 3.1/0.0* 

Asr3 0.0/2.0 

Asr4 2.1/1.0 

Asr1 0.0/2.1  

Asr2 1.0/0.0 

Asr3 1.0/0.0 

Asr4 2.1/2.1 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 0.0/0.0 

Asr3 1.0/0.0 

Asr4 0.0/0.0 

Asr1 0.0/0.0   

Asr2 0.0/0.0 

Asr3 0.0/0.0 

Asr4 0.0/1.0 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 0.0/0.0 

Asr3 0.0/0.0 

Asr4 0.0/0.0 

Asr1 0.0/0.0  

Asr2 0.0/0.0 

Asr3 1.0/4.1 

Asr4 0.0/0.0Asr1 0.0/0.0  

Asr2 1.0/6.6 

Asr3 1.0/1.9 

Asr4 1.0/1.0 

Asr1 0.0/1.0   

Asr2 2.0/0.0* 

Asr3 1.0/1.1 

Asr4 0.0/3.1 
L. chilense

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Filogenia del género Lycopersicon con el número de cambios sinónimos y no sinónimos (estimados por un método de Máxima 
Verosimilitud) en cada rama y para cada gen. Los asteriscos muestran las ramas con selección positiva (Frankel et al., 2003)
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Figura 18.  Sustituciones sinónimas (s) y no sinónimas (n) en los genes Asr genes. En 
cada celda se muestran los cambios ocurridos luego de la cladogenesis de tomate 
(izquierda) y los cambios en el árbol entero (derecha). Las suma de las sustituciones fue 
normalizada por el número total de sitios de cada catergoría 
 

 

Algo destacable es la ausencia de sustituciones de reemplazo en Asr1 luego de la 

cladogénesis de Lycopersicon. Esta tasa es significativamente menor (P < 0.05, prueba 

exacta de Fisher) comparada con la de los otros tres genes; que no son 

significativamente distintas, si se las compara por la misma prueba. A pesar de esta total 

conservación en Lycopersicon, hay cuatro diferencias con el gen de Solanum 

tuberosum. Para determinar si estos cambios se produjeron en el linaje de tomate antes 

de su cladogénesis o, por el contrario, en el linaje de papa, comparamos las secuencias 

de ASR1 de papa, tomate y pimiento (Capsicum). El pimiento es un pariente cercano 

dentro de las Solanáceas. Cuando se analizan los sitios en los que divergen papa y 

tomate, se ve que el tomate tiene los mismos residuos que el pimiento (figura 19). Esto 

sugiere fuertemente que los cambios de reemplazo ocurrieron en el linaje de papa y por 

lo tanto el gen ASR1 no ha sufrido cambios de reemplazo desde la separación de 

Lycopersicon de Solanum hace 10 millones de años.  

Otro resultado destacable es el bajísimo número de sustituciones sinónimas en 

Asr1 cuando se lo compara con los otros tres miembros (figura 18). La tasas sinónimas 

(considerando todas las ramas del árbol) son 0.140, 0.383 y 0.317 para Asr1, Asr2 y 

Asr4 respectivamente. Dado que no existiría Asr3 de papa, este gen no se incluye en el 

análisis. La tasa de Asr1 es significativamente menor que las de Asr2 y Asr4 (P < 0.01, 

prueba exacta de Fisher), mientras que las últimas dos no difieren entre sí. Dentro de 

Lycopersicon también es más baja la tasa de Asr1 comparada con la de los otros genes. 

En un marco de neutralidad selectiva las tasas de sustitución sinónimas deberían ser 

similares entre genes (que tienen la misma tasa de mutación). Sin embargo, Asr1 

parecería tener una tasa de sustitución sinónima menor que los otros tres genes, lo que 

sugiere que sus sitios sinónimos podrían tener restricciones. Teniendo esto en cuenta, 

decidimos comparar el uso de codones entre los cuatro Asrs para ver si podíamos 

detectar diferencias de Asr1 con el resto. 

 Asr1 Asr2 Asr3 Asr4 
S (Lycopersicon/árbol entero) 0.060/0.140 0.126/0.383 0.376/? 0.172/0.317
N (Lycopersicon/árbol entero) 0.000/0.016 0.033/0.045 0.018/? 0.023/0.043
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ASR1 Pimiento MAEEEKHHHHLFHHKDKAEEGPVDYEKEIKHHKHLEQIGKLGTAAAGAYALHEKHE 
ASR1 Tomate   MEEEKHHHHHLFHHKDKAEEGPVDYEKEIKHHKHLEQIGKLGTVAAGAYALHEKHE 
ci21 Papa     MEEEKHHHH-LFHHKDKEEEGPVDYEKETKHHKHLEQIGKLGTVAAGAYALHEKHE 
 
ASR1 Pimiento AKKDPEHAHRHKIEEEIAAAAAVGAGGFAFHEHHEKKDAKKEEKKAEGGHHHHLHL 
ASR1 Tomate   AKKDPEHAHKHKIEEEIAAAAAVGAGGFAFHEHHEKKDAKKEEKKAEGGHHH-LF- 
ci21 Papa     AKKDPEHAHKHKIEEEIAAAAAVGAGGFALHEHHEKKDAKKEQKKAEGGHHH-LF- 

 

Figura 19. Alineamiento de ASR1 de papa, tomate y pimiento. Se enmarcan las 
posiciones no conservadas entre los genes de papa y tomate; se puede ver que para estos 
sitios el residuo de tomate es igual al de pimiento. 

 

 

El porcentaje de G+C (=(G+C/G+C+A+U)x100) en la tercera posición de los 

codones (GC3) es un indicador del uso de codones. Dado el código genético, los 

aminoácidos codificados por dos codones tienen como posibles bases en su tercera 

posición a dos purinas (U y C) o a dos pirimidinas (A y G). Por lo tanto lo tanto, el 

codigo genético ofrece las misma cantidad de C+G que de A+U en las terceras 

posiciones (siempre y cuando se excluya los codones de metionina (ATG), triptofano 

(TGG) y uno de isoleucina (ATA); Sueoka y Kawanishi, 2000). Un uso no sesgado de 

los codones (sin sesgo mutacional hacia alguna base) debería arrojar un GC3 de 

alrededor del 50%. De cualquier manera, dos genes con un uso similar de codones 

(sesgado o no) deberían tener el mismo GC3. Bajo neutralidad selectiva el GC3 debería 

ajustarse el patrón mutacional de la región genómica en cuestión.      

 Calculamos el contenido de GC en las tres posiciones de la secuencia codificante 

de los genes Asr de tomate (figura 20). En efecto, Asr1 resultó tener el contenido de 

GC3 más divergente de los cuatro genes (50%). Los otros tres genes tienen un  GC3  

menor que Asr1 y su valor es cercano al promedio de 38 % para L.esculentum. Este 

último valor fue obtenido del Codon Usage Database (www.kazusa.or.jp/codon) y 

viene de promediar 1173 secuencias codificantes distintas (total de 500958 codones). 

Para Arabidopsis thaliana este promedio es similar: 42.3 % (70.492 secuencias 

codificantes, 27.825.665 codones). 

Como mencionamos en la introducción, los aminoácidos glutámico, glicina, 

alanina, lisina e histidina son muy abundantes en las ASRs. Para los codones glutámico, 

glicina, alanina e histidina, Asr1 tiene el mayor GC3 (ver Figura 21). Lo contrario ocurre 

con la lisina, en donde Asr1 tiene el menor GC3  (ver Figura 21). Si se toman los 
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codones de glutámico, alanina, histidina y glicina y se recalcula el GC3, la diferencia de 

Asr1 con el resto de los genes se hace más pronunciada (figura 20). Asr1 tiene un 55 %, 

contra el 34 % promedio de los otros tres genes. Esta diferencia   

  

 
 

 1ra 2da 3ra 3ra  E+A+H+G Intrón 
Asr1 71 25 50 56 26 
Asr2 71 24 44 37 23 
Asr3 67 29 38 35 28 
Asr4 68 25 40 32 28 

 
 
Figura 20. Porcentaje de GC en las distintas posiciones de la secuencia codificante y el 
intrón de los genes Asr de L.esculentum. “E+A+H+G” indica el subconjunto de codones 
que codifican para glutamato, alanina, histidina y glicina. En el caso de Asr4 se analizó 
solamente la región que comparte con los otros genes  
 

no se debe a distinta composición de bases en los sitios cromosómicos de los tres genes, 

ya que todos los intrones tienen el mismo contenido de GC y lo mismo ocurre con las 

primeras y segundas posiciones (figura 20). En resumen, el uso de codones en Asr1 

parece ser muy distinto al de los otros tres genes.           

 

 

Análisis de la expresión de los genes Asr en los miembros del género     

Lycopersicon en condiciones de estrés hídrico.  
 
 

Conociendo la ausencia de cambio de Asr1 a nivel no sinónimo en 

Lycopersicon, decidimos ver si también existía conservación de los patrones de 

expresión ¿Está la expresión de Asr1, en situación de estrés hídrico, conservada en las 

especies del género Lycopersicon? ¿Qué ocurre con los otros tres genes? Para poder 

responder esta pregunta intentamos medir los niveles de los cuatro genes Asr en 

condiciones de estrés hídrico tanto en hoja como en raíz a tres tiempos distintos. 

Elegimos condiciones de estrés hídrico porque es cuando más fácilmente se detectarían 

estos genes (teniendo en cuenta la bibliografía). Para ello dejamos las plantas secándose 

en la mesada por 6 ó 24 horas y les extrajimos el RNA tanto de raíz como de hoja. Para 

controlar que todas las especies perdiesen similares cantidad de agua (y estuviesen, por 

lo tanto, con el mismo status hídrico en los distintos tiempos) medimos el contenido 

relativo de agua (CRA) en hojas a 0, 6 y 24 horas. 
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Alanina GCT GCA GCC GCG total % GC 3ra 
Asr1 (14) 4 7 4 1 16 31 
Asr2 (13) 7 6 2 0 15 13 
Asr3 (15) 6 7 3 0 16 19 
Asr4 (14) 8 6 2 0 16 13 
Glicina GGT GGA GGC GGG total % GC 3ra 
Asr1 (8) 3 2 2 2 9 44 
Asr2 (9) 6 3 1 0 10 10 
Asr3 (8) 7 2 0 0 9 0 
Asr4 (9) 5 4 0 1 10 10 
Glutamato GAA GAG Total % GC 3ra   
Asr1 (17) 6 13 19 68   
Asr2 (15) 9 8 17 47   
Asr3 (12) 6 7 13 54   
Asr4 (20) 11 11 22 50   
Histidina CAT CAC Total % GC 3ra   
Asr1 (16) 8 16 24 67   
Asr2 (16) 9 12 21 57   
Asr3 (19) 8 9 17 53   
Asr4 (17) 10 7 17 41   
Lisina AAA AAG Total % GC 3ra   
Asr1 (19) 13 5 18 28   
Asr2 (21) 7 11 18 61   
Asr3 (16) 12 9 21 43   
Asr4 (15)  6 13 19 68   

 
 
Figura 21. Uso de codones para los cinco aminoácidos mayoritarios en los genes Asr. 
Entre paréntesis se indica qué porcentaje de la proteína corresponde a cada uno de los 
cinco aminoácidos. Para Asr4 se tuvo en cuenta sólo la región en común con los otros 
genes.  
 

 

El contenido relativo de agua es un buen indicador del status hídrico de la planta (Hsiao, 

1973) y es relativamente fácil de obtener. Las distintas especies perdieron similares 

cantidades de agua y tuvieron niveles comparables de contenido relativo de agua (no 

mostrado). Estos valores similares de CRA validan, de alguna manera, la comparación 

de los niveles de RNAm.              

 En principio, nos fue imposible detectar los genes Asr2 y Asr3 (tanto en raíz 

como en hoja) por medio de la técnica de Northern Blot. La sensibilidad de este método 

podría no ser suficiente para la detección del ARNm de estos dos genes, inclusive con 

varios días de exposición de las placas.  

En hoja a 0 y 6 horas de desecación, Asr1 y Asr4 fueron indetectables. Pero a 24 

horas de estrés se vieron bandas en unas cuantas especies (figura 22). Lo interesante de 
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este patrón, en hoja a 24 horas de estrés, es que tanto Asr1 y Asr4 no son detectables en 

las especies que habitan lugares áridos (L.chilense y L.peruvianum v.humifusum). Una 

excepción a esta observación es Asr1 en L.hirsutum. Para el resto de las especies los 

niveles son relativamente similares para cada gen. En raíz los niveles de Asr4 son 

indetectables, así como los de Asr1 sin estrés (0 horas).  A seis horas de estrés en raíz L. 

chilense tiene altos niveles de Asr1, lo que contrasta con la ausencia de banda en las 

otras especies (figura 22). A 24 horas de estrés en raíz todas las especies parecen tener 

niveles muy bajos de Asr 1 (resultados no mostrados).             

 
 

 

 

 
     
 
 
 
     

                               
 

                             
 

                             
  
     

                             
 

                             
 
 
 
 
 
Figura 22. Expresión de los genes Asr1 y Asr4 en hojas y raíces estresadas 
hídricamente.  Las bandas corresponden a ensayos de Northern Blot. Se usó el ARNr 
como control de carga del ARN total. 
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Capítulo I I  
 
 

En este capítulo se detallan los experimentos llevados a cabo para determinar la 

función del gen Asr1 in planta. Con una aproximación de genética reversa intentamos 

descubrir que le ocurre a la planta cuando los niveles de este gen se encuentran 

modificados. Dado que la transformación y selección de tomates transgénicos es 

problemática, decidimos trabajar con dos Solanáceas cercanas para las cuales existen 

protocolos exitosos de obtención de transgénicas. Seguramente la función de Asr1 

estará, en general, conservada  en tomate, tabaco y papa, por lo que los resultados 

obtenidos podrán extrapolarse de una planta a la otra.      

 La secuencia codificante completa del gen Asr1 de tomate fue clonada en 

orientación correcta (sentido) y también en orientación antisentido en el vector de 

expresión pBINAR (Liu et al., 1990). El gen queda entonces bajo el control del 

promotor constitutivo 35S del virus mosaico del coliflor (CaMV) y tiene el terminador 

del gen octopina sintetasa (OCS) (Figura 23). Con este plásmido se transformó 

Agrobacterium tumefaciens que luego fue utilizada para infectar discos de hoja de 

tabaco y papa.    

 

 

 

 

 

Figura 23. Esquema de las construcciones sentido y antisentido en el plásmido 
pBINAR, utilizadas para transformar Agrobacterium. “BD” y “BI” indican al borde 
derecho e izquierdo respectivamente del T-DNA.  NPT-II es el gen de la neomicina 
fosfotransfersa, que confiere resistencia al antibiótico kanamicina.    
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Análisis fenotípico y bioquímico de plantas de papa (Solanum tuberosum) que 

sobreexpresan o tienen silenciado el gen Asr1. 

 
 

El screening de las plantas de papa si hizo por la técnica de Northern Blot. Con 

una sonda de ADN se analizaron los niveles de Asr1 en las plantas transformadas 

(resistentes a kanamicina) con la construcción  sentido. Debido a los bajos niveles que 

tiene ci21A/Asr1 en hoja, las plantas que tenían la construcción antisentido (resistentes a 

kanamicina) se analizaron con ribosonda para detectar si los niveles del gen estaban 

disminuidos. Nos quedamos con 10 líneas que sobreexpresaban y 10 que tenían 

silenciado ci21A/Asr1. A estas 20 líneas les hicimos una caracterización fenotípica 

inicial (de tres plantas por línea) para poder quedarnos con tres líneas sentido y tres 

líneas antisentido. Esta caracterización inicial consistió en tomar pesos frescos y secos 

de hojas y tallos y además peso fresco de tubérculos. La parte aérea de las líneas 

transgénicas parecía ser igual a la de las plantas wild type, pero se notaban diferencias 

en el peso de los tubérculos. Ocho de diez líneas antisentido tenían menor peso fresco 

en los tubérculos (no mostrado), elegimos tres de estas para seguir el trabajo. Tres de 

diez líneas sentido tenían un peso fresco de tubérculos levemente mayor (no mostrado) 

y por lo tanto las elegimos para seguir. En la figura 24 se muestran los niveles del gen 

ci21A/Asr1 en las líneas seleccionadas.  

 

 

     

 
 
Figura 24. Niveles de expresión del gen ci21A/Asr1 en las líneas seleccionadas. Las 
putativas sobreexpresantes fueron analizadas con una sonda de ADN y las antisentido 
con una ribosonda producto de una transcripción in vitro. Como se puede ver las líneas 
sentido tienen la letra “S” y las antisentido las letras “AS”.  
 
 

Habiendo seleccionado las líneas, decidimos realizar una nueva caracterización 

fenotípica de las mismas, pero con más plantas (seis por línea).  La idea era ver si se 

repetía lo que habíamos observado inicialmente en las transgénicas sentido y 
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antisentido. En la figura 25 se pueden ver los resultados de esta segunda caracterización 

fenotípica. Los únicos cambios significativos observados en más de una línea son el 

peso fresco de tubérculos que está disminuído en dos líneas antisentido (esto hace que el 

índice de cosecha sea menor) y el número de tubérculos, que es menor en  las tres líneas 

sobreexpresantes. No se repitió la observación del screening inicial en el que las líneas 

sobreexpresantes tenían mayor peso fresco de tubérculos. En la parte aérea no parece 

haber diferencias (como se había visto en el screening inicial) entre las líneas.  

 

 

 

 

  

 

  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Fenotipo de las plantas que sobreexpresan o tienen silenciado ci21A/Asr1. 
Peso fresco de las hojas(A), tallos (B) y tubérculos (C) por planta. Número de 
tubérculos por planta (D) e índice de cosecha (E). Los asteriscos marcan las diferencias 
significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 6). Las barras de error corresponden al 
error standard.  
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Figura 25. Fenotipo de las plantas que sobreexpresan o tienen silenciado ci21A/Asr1. 
Peso fresco de las hojas(A), tallos (B) y tubérculos (C) por planta. Número de 
tubérculos por planta (D) e índice de cosecha (E). Los asteriscos marcan las diferencias 
significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 6). Las barras de error corresponden al 
error standard.  



 

 

______________________________________________________________________ 

67

  Para continuar con la caracterización de la parte aérea medimos parámetros de 

intercambio gasesoso (asimilación de CO2, transpiración y conductancia estomática) a 

distintas intensidades lumínicas en plantas wild type, dos líneas antisentido y dos líneas 

sobreexpresantes. Pudimos ver que no había diferencias entre las líneas para ninguno de 

los parámetros medidos (figura 26). 

 

 
Figura 26. Asimilación de CO2 (A), transpiración (B) y conductancia estomática (C) en 
las distintas líneas. Estos parámtros fueron medidos a 5 intensidades lumínicas (100 a 
1200 uE). Las barras de error corresponden al error standard (n = 6).  
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1

Como ya comentamos en el capítulo I de los resultados de esta tesis, existen tres 

genes Asr decriptos en papa. Por ello quisimos ver si las plantas que expresaban Asr1 en 

orientación antisentido también tenían la expresión del gen ci21B modificada. Asr1 de 

tomate es más parecido en secuencia a ci21A de papa, pero también tiene alta identidad 

con ci21B (que es ortólogo de Asr2).  Los niveles de ci21B en las plantas antisentido 

son similares a los de las plantas wild type; en dos líneas se ve una leve disminución que 

no es significativa (figura 26). Sólo una de las sobreexpresantes mostró niveles mayores 

de mensajero para este gen.      

 

 

 
 
Figura 26. Niveles de ARNm (medidos por Real-Time PCR) del gen ci21B en plantas 
que tiene silenciado o sobreexpresan el gen ci21A/Asr1. Los valores respresentan el 
promedio de tres plantas y las barras corresponden al error standard de estas 
mediciones.      
 

 
Para continuar con la caracterización bioquímica de estas plantas analizamos las 

cantidades de dos azúcares solubles (glucosa y sacarosa) y almidón tanto en hojas como 

en tubérculos. En hoja, medimos los niveles de los azúcares en tres puntos del día con la 

idea de que podría haber diferencias entre las líneas que sólo se evidenciaran en un 

determinado momento circadiano. No encontramos diferencias en los niveles de estos 

tres azúcares en ninguno de los tres momentos del día (figura 27).  
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Figura 27. Niveles de glucosa, sacarosa y almidón en hojas. “CL” es el comienzo del 
período de luz a las 7AM, “FL” es el final del período de luz a las 21 PM, “FO” es el 
final del período de oscuridad a las 5 AM. Se representa la media  y el error standard (n 
= 6).  Los datos están normalizados por gramo de peso fresco (g PF). 
 

En cambio, en los tubérculos de estas mismas plantas se vieron claras diferencias entre 

las líneas para la glucosa, pero no para sacarosa (salvo en la línea S8) y almidón (figura 

28). En las tres líneas sobreexpresantes se encontraron menores niveles de glucosa 

(significativamente menores en dos líneas) comparando con las wild type. De manera 

opuesta, en las líneas antisentido los niveles de glucosa  estaban aumentados 

(significativamente en dos líneas) con respecto a las plantas wild type.     
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Figura 28. Niveles de glucosa, sacarosa y almidón en tubérculos. El inset en glucosa  
muestra los niveles de las líneas sobreexpresantes comparados con las plantas wild type.  
Los asteriscos marcan las diferencias significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 6). 
Las barras de error corresponden al error standard. Los datos están normalizados por 
gramo de peso fresco (g PF). 
 
 

Estas interesantes observaciones con respecto al contenido de glucosa en tubérculo  

llevaron a que nos preguntásemos si la importación de la glucosa y la partición de lo la 

misma estaba modificada en las líneas transgénicas. Entonces, incubamos discos de 

tubérculos con glucosa marcada con 14C (ver materiales y métodos para más detalles) y 

analizamos la importación de este monosacárido y su metabolismo. Hicimos mediciones 

a 2, 4, 6 y 8 horas de comenzada la incubación con [U-14C]-glucosa. Dado que las 

tendencias fueronsimilares en todos los tiempos, presentamos sólo los datos de las 2 

horas de incubación (figura 29).   
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Figura 29. Importación de glucosa por discos de tubérculo en 2 horas (A) y partición en 
las distintas fracciones (B-H). Azúcares (B), aminoácidos (C), ácidos orgánicos (D), 
almidón (E), proteínas (F), pared celular (G) y CO2 (H).  Los asteriscos marcan las 
diferencias significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 4). Las barras de error 
corresponden al error standard.  Bq = bequereles.  
 

En la figura 29 se puede ver que la importación total de glucosa fue muy distinta entre 

las líneas; la línea AS36 mostró mayor incorporación de glucosa, mientras que las líneas 

S4 y S6 tuvieron menor importación (siempre con respecto al wild type). Estas 

diferencias son significativas en el caso de la línea S6 y la AS36 (no a las 2 horas, pero 

si a las 4 o 6 horas de incubación). La marca encontrada en los azúcares solubles (28 B) 
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presenta tendencias similares a las de la incorporación total. En cambio, no se 

encuentran diferencias en los aminoácidos, pared celular y almidón. Las líneas 

antisentido mostraron mayor marca en ácidos orgánicos (significativo en la línea AS29) 

y un concomitante aumento (no significativo) en la producción de CO2 marcado (figuras 

28 D y H). Estas últimas observaciones son consistentes con lo visto en los análisis 

metabólicos (ver más adelante)    

 Quisimos ver si las diferencias en la importación de glucosa estaban 

correlacionadas con una expresión diferencial de los transportadores de glucosa en 

tubérculos. Para ello medimos los niveles estacionarios de ARNm de tres 

transportadores de hexosas de la membrana plasmática. Los HTs se seleccionaron 

porque se expresaban en tejidos “destino” y además estaban funcionalmente 

caracterizados como transportadores en otras especies. Los elegidos fueron un 

homólogo de papa del HvHT (Hordeum vulgare STP1, Weschke et al., 2003; TC# 

96617), y dos homólogos de papa del transportador LeHT2 (Lycopersicon esculentum 

HT2, Gear et al., 2000; TC# 97054 y #111123). En la figura 30 se muestran los 

resultados de este análisis. El homólogo del  HvHT  muestra mayores niveles en AS36 y 

menores niveles en las sobreexpresantes (aunque no significativos) con respecto al wild 

type. Con uno de los homólogos de tomate (TC# 97054) se obtuvo un patrón similar, 

con una significativa disminución en las dos líneas sobreexpresantes. El otro HT (TC# 

111123) se expresa en muy bajos niveles en tubérculo y por lo tanto las mediciones 

tenían un gran error entre plantas. Por ello, no presentamos los datos. 

 Para continuar con la caracterización de los tubérculos de las líneas analizamos 

los niveles estacionarios de una gran cantidad de metabolitos por la técnica de 

cromatografía gaseosa (GC) acoplada a espectrometría de masa (MS) (ver M y M para 

más detalles de esta técnica). Pudimos ver que la fructosa y muchos azúcares derivados  
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Figura 30. Niveles estacionarios de ARNm de dos transportadores de hexosas en 
tubérculos. Los valores representan el promedio de tres plantas y las barras 
corresponden al error standard de estas mediciones. Los asteriscos marcan las 
diferencias significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 3) 
 
    
de la glucosa y la fructosa mostraban niveles significativamente mayores en las plantas 

antisentido (Tabla 1). Contrastando con esto, la fructosa estaba disminuida en las 

plantas sobreexpresantes. Asimismo, las plantas antisentido mostraron altos niveles de 

varios intermediarios de Krebs (isocitrato, citrato, malato y fumarato), lo que sugiere un 

aumento en la respiración. En las sobreexpresantes no se vieron diferencias en estos 

metabolitos, salvo por el succinato (Tabla 1). En cuanto a los aminoácidos, se vieron 

marcados descensos tanto en plantas antisentido como sobreexpresantes. Fenilalanina, 

aspartato, metionina, treonina y serina están en menores niveles en plantas antisentido y 

sobreexpresantes. Una excepción a este patrón es la prolina, que se encuentra 

considerablemente aumentada en dos líneas antisentido.
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Glucosa-6-P  1.76 ± 0.13 1.89 ± 0.19 1.85 ± 0.31 1.00 ± 0.04 1.46 ± 0.21 0.98 ± 0.09 1.54 ± 0.21 

Fructosa-6-P 1.85 ± 0.15 1.96 ± 0.33 1.90 ± 0.37 1.00 ± 0.04 1.53 ± 0.23 1.01 ± 0.12 1.67 ± 0.25 

Glycerol-1-P 0.92 ± 0.13 1.40 ± 0.17 1.12 ± 0.14 1.00 ± 0.03 0.69 ± 0.06 0.91 ± 0.05 0.94 ± 0.07 

Tabla 1. Perfil metabólico de tubérculos de papa.  Se expone el promedio ± el error standard (n = 6) normalizado por el WT.  Los 
valores significativos están en negrita (prueba de Student, P<0.05). ND = no determinado.

 

           AS29 AS31 AS36 WT S4 S6 S8 

                                      
Gluconico 0.52 ± 0.05 1.84 ± 0.48 1.21 ± 0.16 1.00 ± 0.03 1.52 ± 0.12 1.30 ± 0.12 1.21 ± 0.08 

Quinico 0.77 ± 0.13 0.50 ± 0.05 0.85 ± 0.10 1.00 ± 0.05 1.24 ± 0.12 1.24 ± 0.10 1.48 ± 0.03 
Dehydroascorbico 0.87 ± 0.15 0.80 ± 0.10 1.03 ± 0.08 1.00 ± 0.09 1.00 ± 0.03 0.87 ± 0.05 1.07 ± 0.06 
Isocítrico 1.23 ± 0.41 2.85 ± 0.67 2.12 ± 0.91 1.00 ± 0.37 1.71 ± 0.28 1.76 ± 0.49 2.11 ± 0.51 
Cítrico 1.29 ± 0.16 1.70 ± 0.42 2.27 ± 0.42 1.00 ± 0.06 1.75 ± 0.23 1.11 ± 0.12 0.99 ± 0.13 
Threonico 0.96 ± 0.03 1.51 ± 0.14 1.12 ± 0.09 1.00 ± 0.05 0.89 ± 0.04 1.07 ± 0.07 0.99 ± 0.04 
Málico 2.22 ± 0.35 2.73 ± 0.62 2.57 ± 0.48 1.00 ± 0.07 1.21 ± 0.35 1.27 ± 0.02 1.53 ± 0.27 
Fumarico 3.43 ± 1.60 1.80 ± 0.47 2.11 ± 0.62 1.00 ± 0.12 0.87 ± 0.15 0.84 ± 0.16 0.86 ± 0.09 
Succínico 0.15 ± 0.05 2.03 ± 0.61 0.48 ± 0.34 1.00 ± 0.35 0.16 ± 0.05 0.63 ± 0.13 0.23 ± 0.09 

Fosfórico  1.08 ± 0.04 1.19 ± 0.07 1.28 ± 0.11 1.00 ± 0.04 1.05 ± 0.04 0.88 ± 0.11 1.06 ± 0.03 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Glutamina  0.26 ± 0.03 0.81 ± 0.17 0.64 ± 0.27 1.00 ± 0.21 1.24 ± 0.34 3.74 ± 1.24 1.31 ± 0.40 
Tirosina 3.40 ± 1.19 Nd 0.44 ± 0.35 1.00 ± 0.52 0.54 ± 0.22 4.91 ± 2.10 0.82 ± 0.39 
Arginina  nd 1.44 ± 0.10 0.76 ± 0.39 1.00 ± 0.40 1.30 ± 0.57 2.43 ± 1.12 0.88 ± 0.37 
Asparagina  0.82 ± 0.77 0.51 ± 0.39 0.57 ± 0.48 1.00 ± 0.63 1.29 ± 0.65 1.98 ± 1.09 1.17 ± 0.67 
Fenilalanina  0.65 ± 0.16 0.18 ± 0.03 0.35 ± 0.07 1.00 ± 0.04 0.33 ± 0.05 1.13 ± 0.31 0.53 ± 0.06 

Glutámico  1.38 ± 0.48 0.93 ± 0.29 0.82 ± 0.27 1.00 ± 0.24 2.06 ± 0.65 1.66 ± 0.59 1.76 ± 0.47 
GABA 0.40 ± 0.08 1.25 ± 0.18 1.03 ± 0.27 1.00 ± 0.05 0.74 ± 0.07 0.91 ± 0.06 0.85 ± 0.04 

Aspártico  0.70 ± 0.08 0.95 ± 0.31 0.75 ± 0.13 1.00 ± 0.10 0.83 ± 0.08 0.81 ± 0.10 0.88 ± 0.06 
Methionina  0.77 ± 0.14 0.53 ± 0.26 0.58 ± 0.13 1.00 ± 0.10 0.57 ± 0.06 0.94 ± 0.20 0.80 ± 0.04 
b-alanina  0.51 ± 0.06 0.68 ± 0.16 0.74 ± 0.07 1.00 ± 0.07 0.46 ± 0.12 1.02 ± 0.07 0.78 ± 0.11 
Threonina  0.72 ± 0.17 0.44 ± 0.10 0.54 ± 0.11 1.00 ± 0.06 0.59 ± 0.04 0.82 ± 0.06 0.71 ± 0.03 

Serina  0.51 ± 0.13 0.68 ± 0.17 0.57 ± 0.12 1.00 ± 0.04 0.45 ± 0.05 0.90 ± 0.03 0.76 ± 0.07 

Glicina  0.77 ± 0.38 0.94 ± 0.18 0.96 ± 0.13 1.00 ± 0.26 0.99 ± 0.10 1.02 ± 0.20 1.28 ± 0.17 
Prolina  14.58 ± 8.43 8.68 ± 5.19 0.53 ± 0.08 1.00 ± 0.17 1.69 ± 0.31 0.83 ± 0.13 0.76 ± 0.09 
Valina  1.14 ± 0.23 0.65 ± 0.09 0.70 ± 0.06 1.00 ± 0.05 0.76 ± 0.07 1.08 ± 0.12 1.05 ± 0.03 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -   
Sorbitol/galactitol 1.10 ± 0.03 1.13 ± 0.08 1.44 ± 0.14 1.00 ± 0.02 1.14 ± 0.07 1.09 ± 0.04 1.18 ± 0.06 
Manitol 2.19 ± 0.20 1.39 ± 0.17 1.63 ± 0.11 1.00 ± 0.10 0.83 ± 0.04 1.06 ± 0.14 1.15 ± 0.12 
Galactosa  2.11 ± 0.66 1.04 ± 0.02 1.73 ± 0.29 1.00 ± 0.05 0.89 ± 0.15 1.03 ± 0.22 0.70 ± 0.14 
Manosa  4.11 ± 0.10 1.27 ± 0.01 2.30 ± 0.38 1.00 ± 0.08 0.78 ± 0.09 1.09 ± 0.20 0.82 ± 0.12 
Fructosa  7.19 ± 3.26 1.80 ± 0.35 2.34 ± 0.30 1.00 ± 0.17 0.59 ± 0.10 0.88 ± 0.19 0.42 ± 0.03 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Myo-inositol-1-P  0.59 ± 0.07 1.46 ± 0.17 0.93 ± 0.12 1.00 ± 0.12 0.64 ± 0.07 0.93 ± 0.07 0.68 ± 0.07 
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Análisis fenotípico y bioquímico de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que 

sobreexpresan o tienen silenciado el gen Asr1. 
 

 

Las plantas antisentido de tabaco fueron analizadas de la misma manera que las 

de papa para determinar si tenían silenciado ci21A/Asr1. En el caso de las 

sobreexpresantes pudimos ir un paso más adelante; con un anticuerpo que detecta el 

carboxi-terminal de Asr1 y por medio de un Western blot pudimos ver que la 

sobreexpresión del gen traía aparejado un aumento en la cantidad de proteína (cosa que 

supusimos en el caso de las papas). La caracterización fenotípica de las plantas  luego 

del screening inicial por expresión nos permitió elegir tres líneas sobreexpresantes y tres 

líneas antisenido (Figura 31). En el caso de las líneas antisentido, pudimos observar que 

la mayoría mostraba una drástica disminución del tamaño del tallo. Elegimos tres líneas 

entre todas las que resultaron ser “enanas” (Figura 32). Las plantas sobreexpresantes no 

tenían ningún fenotipo evidente (Figura 32) y por lo tanto seleccionamos las que 

mostraban una mayor cantidad de Asr1 en el Western blot.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Análisis de la sobreexpresión o silenciamiento de ci21A/Asr1. (A) Niveles de 
ASR1 en hojas de plantas sobreexpresantes medido por Western Blot. (B) Niveles de 
ci21A en hojas de plantas antisentido medido por Northern Blot con una ribosonda 
específica.  
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Figura 32. Fenotipo de plantas de tabaco de 8 semanas que sobreexpresan o tienen 
silenciado ci21A/Asr1. Peso fresco de las hojas (A), peso fresco del tallo (B), peso 
fresco de la raíz (C) e imágen fotográfica de las plantas antisentido comparadas con una 
wild type (D).  
 
 
Además de sus diferencias en tamaño, las plantas antisentido tenían grandes manchas 

necróticas todo a lo largo de sus hojas  (Figura 33) 
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Al igual que con las plantas de papa, medimos los niveles de azúcares solubles y 

almidón en hojas. En este caso también pudimos detectar la fructosa y la incluimos en el 

análisis (Figura 34). Tomamos dos tiempos distintos del día, uno de luz (13 PM) y otro 

de oscuridad (5 AM).  No se vieron diferencias para la sacarosa y el almidón, pero sí 

para las hexosas. La plantas antisentido tienen mayor contenido de glucosa que las 

control tanto en luz como en oscuridad. La fructosa también está aumentada en plantas 

antisentido, pero sólo durante el período de luz. La plantas sobreexpresantes no 

mostraron ningún cambio con respecto a las wild type.   
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Figura 34. Niveles de azúcares solubles y almidón en plantas de tabaco que 
sobreexpresan o tienen silenciado el gen Asr1. Los asteriscos marcan las diferencias 
significativas (prueba de Student, P<0.05, n = 6). Las barras de error corresponden al 
error standard.  Los datos están normalizados por gramo de peso fresco (g PF). 
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Capítulo I I I  
 
 

En este capítulo se detallan los experimentos llevados a cabo para determinar la 

estructura cuaternaria de la proteína ASR1. Antes de ello haré una brevísima 

introducción al porqué realizamos los ensayos que se describirán. En sucesivos ensayos 

de Western Blot con un anticuerpo contra la proteína ASR1 pudimos observar bandas 

específicas de 15, 30 y 45 kD (Maskin et al., en preparación). Estos ensayos fueron 

hechos en condiciones desnaturalizantes (SDS + く-MSH), lo que lleva a pensar que 

podría haber dímeros o trímeros de ASR1 con alta estabilidad. En álamo, se vio que la 

proteína SP1  forma oligómeros que no se desarman en un PAGE con SDS y く-MSH 

(Wang et al., 2002).  

 Para  determinar si la proteína ASR1 forma oligómeros in vitro decidimos 

utilizar la técnica de microscopia de fuerza atómica (AFM). El microscopio de fuerza 

atómica no tiene lentes y por lo tanto sus reconstrucciones no son imágenes (pero 

parecen serlo); cuenta con un sensor de fuerza que al moverse va haciendo un mapa de 

la topografía de una superficie con un poder de resolución de nanómetros. Esta técnica 

permite “observar” proteínas y ácidos nucleícos (simple o doble cadena) a nivel de 

molécula única. Es decir, podemos “observar” una molécula de un plásmido o una 

molécula de proteína. Para ello es necesario purificar a homogeneidad proteínas y/o 

ácidos nucleicos, ya que cualquier impureza será detectada por el microscopio (de 

hecho, también es necesario contar con agua que esté libre de macromoléculas que 

puedan ser detectadas por el sensor de fuerza)  Eso fue lo que intentamos hacer y 

finalmente pudimos obtener la proteína ASR1 pura (figura 35). Para ello clonamos la 

secuencia codificante de Asr1 en un vector de expresión procariótico y purificamos la 

proteína de bacterias por medio de una columna de nickel (aprovechando los tractos de 

histidina que tiene ASR1 en su N y C terminal). Asimismo, purificamos el plásmido 

Bluescript SK+ por CsCl, con la idea de poder formar un  complejo proteína-ADN.     

  La primera visualización que hicimos fue de la proteína ASR1 (en la figura 36 

se muestra una foto representativa). Pudimos ver pequeñas esferas globulares de tamaño 

muy homogéneo, que en promedio (n = 50) miden 0,43 ± 0,01 nm de altura y 12,01 ± 

0,27 nm de diámetro. Creemos que estas esferas son los monómeros de ASR1. 
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Posteriormente visualizamos el plásmido, que tiene aproximadamente 3000 pares de 

bases (figura 37).   

 Habiendo observado a la proteína ASR1 y un plásmido (por separado) y 

cotejando que ambos tenían el grado de pureza necesario, nos embarcamos en la tarea 

de poder visualizar un posible complejo proteína-ADN. Luego de varios intentos 

variando las concentraciones de ambos componentes, pudimos observar el complejo 

poniendo la proteína y ADN en una relación 10:1. Todas las moléculas de plásmido que 

observamos tenían proteína pegada y en la mayoría se podían detectar claramente 

posibles dímeros de ASR1 (en la figura 38 se muestran fotos representativas). El 

diámetro de estos putativos dímeros es aproximadamente el doble del diámetro (25,85 

nm, n = 20) del supuesto monómero. Al hacer el experimento con una relación 1:1, los 

resultados fueron similares.   
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Figura 35. Purificación de la proteína ASR1. 
Se muestra un gel PAGE teñido con Coomasie 
Blue. La calle de la izquierda corresponde al 
marcador de peso molecular y la de la derecha 
a la proteína ASR1 
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Figura 36. Visualización de ASR1 por microscopia de fuerza atómica. Las esferas 
amarillas corresponderían a los monómeros de la proteína. La imagen fue tomada con 
un microscopio NanoScope III. Las barras al costado de la imagen indican la escala de 
las coordenadas X, Y y Z.    
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Figura 37. Visualización del plásmido Bluescript  por microscopia de fuerza atómica. Se 
pueden ver las moléculas en estado relajado (sin enrollamiento). La imagen fue tomada 
con un microscopio NanoScope III. Las barras al costado de la imagen indican la escala 
de las coordenadas X, Y y Z.   
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Figura 38. Visualización del complejo ASR1-ADN  por microscopia de fuerza atómica. 
Las flechas indican los posibles dímeros. Las otras esferas blancas serían monómeros de 
la proteína. La imagen fue tomada con un microscopio NanoScope III. Las barras al 
costado de la imagen indican la escala de las coordenadas X y Z.   
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Discusión 
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Discusión del capítulo I de resultados 

 
 

La primera conclusión que se puede sacar del análisis evolutivo de los genes Asr es 

que en ciertos casos los mismos presentan un mayor parecido dentro de la especie que 

con las especies lejanas evolutivamente. Los genes de tomate y papa se agrupan entre sí, 

al igual que los de la gimnosperma Pinus taeda. En dos especies cercanas como son 

papa y tomate (divergieron hace 10 millones de años; Alba et al., 2000) se pueden 

determinar las relaciones de ortología entre genes. Lo mismo ocurre con la mayoría de 

los genes de maíz y arroz, que divergieron hace 65 millones de años (Song et al., 2002). 

En otras familias génicas los miembros divergieron en secuencia (y en función) poco 

después de los eventos de duplicación y luego mantuvieron su identidad en cada una de 

las especies luego de numerosos eventos de especiación. Este es el caso de la familia 

génica de los fitocromos en plantas (Alba et al., 2000) y los genes Hox en animales 

(Garcia-Fernandez, 2005).  

Este patrón de identidad intra-grupo podría estar causada por algún mecanismo de 

evolución concertada o nacimiento y muerte de genes. También podría ser una mezcla 

de estos procesos. Hay ciertas evidencias que apoyan la idea de una familia génica 

dinámica (en cuanto a la composición de los miembros en las especies) y por lo tanto 

favorecerían la idea de una evolución por nacimiento y muerte de genes. Estas 

evidencias son: 1) la probable ausencia de Asr3 en papa (esta tesis) y Asr4 en tabaco 

(Dóczi et al., 2005), 2) una duplicación reciente en arroz que originó a los miembros 

Asr3 y Asr4 y 3) la presencia de un solo Asr en vid (Cakir et al., 2003; Goes da Silva et 

al., 2005) y la ausencia de estos genes en Arabidopsis. Sin embargo, en el genoma de 

arroz no encontramos pseudogenes Asr, algo esperable estando dentro de un marco de 

evolución por nacimiento y muerte de genes. Quizás los pseudogenes se forman pero 

tienen poco tiempo de permanencia en el genoma porque son deletéreos. De cualquier 

manera, este modelo de evolución no tiene predicciones realmente claras sobre lo que se 

debería encontrar y por lo tanto no es posible aseverar en qué medida los genes de una 

familia evolucionan de esta manera.  

Dentro de tomate, los proteínas ASR son muy similares entre sí y existen muchos 

aminoácidos que están conservados entre las cuatro secuencias. Esto hace que los genes 

se agrupen en un árbol de NJ. Esto podría indicar algún tipo de evolución concertada. Si 

así fuese el caso, debería haber alguna huella de que existe o existió algún proceso que 

está homogeneizando las copias dentro de una familia génica. Para ello se han 
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desarrollado pruebas que buscan conversión génica entre miembros de una familia 

(Drouin et al., 1999). Nosotros aplicamos una de estas pruebas (Sawyer, 1989) a los 

genes Asr de tomate. Encontramos que hubo un evento de conversión génica entre Asr3 

y Asr4 de tomate que dejó como huella un fragmento idéntico de 62 pares de bases entre 

estas copias. Pero, no hallamos evidencias de conversión génica que involucren Asr1 y 

Asr2.   

Quizás, bajo un modelo puro de evolución concertada hubiésemos esperado que los 

Asr de tomate sean todavía más parecidos entre sí y se diferencien totalmente de los de 

papa. Lo mismo vale para arroz y maíz. En la familia del ARNr 28S (el paradigma de la 

evolución concertada) entre dos especie tan cercanas como humano y chimpancé los 

genes tienen mayor identidad con los de su propia especie (Arnheim et al., 1980). Pero 

sí hemos encontrado un evento de conversión génica, lo que lleva a pensar que pudieron 

haber ocurrido otros en la historia de esta familia. Aumenta esta sospecha la posición 

física cercana de los Asr en tomate, una condición que incrementa las probabilidades de 

que ocurra conversión génica (Ezawa et al., 2006). En nuestro estudio vimos que los 

genes de arroz son más divergentes entre sí y están ubicados en cromosomas distintos, 

lo que de alguna manera lleva a pensar en conversión génica en tomate.                     

La homogeneidad en la secuencia de los ASR de tomate seguramente es mantenida 

por selección purificadora sobre sitios importantes para la función de la proteína. Es 

posible que los pocos aminoácidos que diferencian a un gen de otro sean relevantes a 

nivel funcional y por lo tanto la homogeneidad en secuencia no conlleve una idéntica 

funcionalidad. Esta última idea es apoyada por los datos de esta tesis que muestran que 

hay presiones selectivas diferenciales actuando sobre Asr1 en el género Lycopersicon 

(ver más abajo). Alternativamente, los que podría diferenciar a los genes Asr en tomate 

es su patrón de expresión. Es decir, eventos de subfuncionalización o 

neofuncionalización a nivel del promotor generaron copias que son totalmente 

necesarias en distintos tejidos o condiciones fisiológicas.  

 

En cuanto a ASR1, su secuencia está totalmente conservada dentro del género 

Lycopersicon. Está proteína mantuvo todos sus residuos durante 10 millones de años en 

todos los linajes del género Lycopersicon. Una posible explicación a esta baja tasa de 

reemplazo es la expresión ubicua de este factor de transcripción, que traería aparejada la 

existencia de múltiples sitios de unión en regiones promotoras. Entonces, cualquier 

cambio que ocurriese en la proteína podría afectar alguna de las múltiples uniones a 
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regiones promotoras y sería seleccionado negativamente. El gen Asr1 se expresa en 

fruto, flor, semilla, raíz, tallo y hoja en condiciones normales y podría ser considerado 

como un gen housekeeping. En cambio, los otros miembros no parecen tener un 

espectro tan amplio de expresión en condiciones fisiológicas normales y están 

restringidos a ciertos órganos (Maskin et al., 2001; L. Maskin, datos no publicados; 

Tomato EST database). Una situación similar se ha reportado para la familia génica 

Skp1, en la que la expresión en mayor número de tejidos correlaciona con una menor 

tasa de sustitución de reemplazo (Kong et al., 2004). 

Se sabe que el ARNm de Asr1 se encuentra en altos niveles en la flor (Tomato EST 

database, www.tigr.org/tdb/tgi) y durante el desarrollo del fruto de tomate (Bovy et al., 

2002). Además, el número de ESTs de este gen es considerablemente mayor que el de 

los otros tres genes. Los números reportados para Asr1, Asr2, Asr3 y Asr4 son 74, 5, 2 y 

9 respectivamente. Estos ESTs vienen de distintas “bibliotecas” y representan los genes 

expresados en distintos órganos (se puede encontrar una descripción exhaustiva de estas 

“bibliotecas” en www.tigr.org/tdb/tgi). Como vimos en la introducción de esta tesis, se 

ha visto que la tasa de reemplazo está negativamente correlacionada con los niveles de 

expresión tanto en organismos multicelulares (Subramanian et al., 2004; Wright et al., 

2004) como unicelulares (Rocha y Danchin, 2004; Drummond et al., 2005). En 

vertebrados los niveles de expresión están positivamente correlacionados con la 

ubicuidad en la expresión (Subramanián et al., 2004) y por lo tanto podría hacerse difícil 

determinar cuál de las dos variables es la que afecta la tasa de reemplazo. Asr1 tiene 

expresión ubicua y alta a la vez.  Seguramente alguna de estas características, o ambas 

en cierta proporción,  están determinando la lenta evolución de esta proteína en tomate.  

Otra característica saliente de Asr1 en Lycopersicon es su baja tasa de sustitución 

sinónima comparada con los otros miembros de la familia. Una posible explicación para 

este hecho es que los codones sinónimos en este gen no son selectivamente 

equivalentes, causando una evolución dominada tanto por deriva como por selección 

(Ohta, 1973). En este campo, se ha encontrado una relación entre el nivel de expresión y 

el uso de codones en organismos unicelulares y multicelulares (Akashi, 2001). Se ha 

propuesto que los genes de mayor expresión “utilizan” ciertos codones que les confieren 

una mayor eficiencia (= rapidez) o precisión (= menor cantidad de errores) durante la 

traducción. En la planta Arabidopsis thaliana, Chiapello y colaboradores (1998) 

encontraron dos grupos de genes en cuanto al uso de codones. El primer grupo contiene 

genes de la fotosíntesis y otros considerados housekeeping, que exhiben un alto GC3. El 
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otro grupo está formado por genes que se expresan en algunos tejidos o condiciones 

determinadas y cuyo tercera posición es baja  en GC (lo que es similar a decir alto AT3). 

Asr1 podría incluirse en el primer grupo con sus características de housekeeping y su 

relativamente alto GC3 (comparado con el promedio en tomate). 

La ausencia de datos en tomate sobre la abundancia de los ARNt impide que 

conozcamos si el uso de ciertos codones se correlaciona con los transfers de mayor 

abundancia. Sin embargo, podemos aventurar que los altos niveles de expresión de Asr1 

estarían determinando su baja tasa de sustitución silenciosa. La presencia de ciertos 

codones en la secuencia codificante (carácter bajo selección) permitiría que este gen sea 

traducido con mayor rapidez y/o menos errores. Aparentemente los codones más 

favorecidos serían los que tienen G o C en la tercera posición (igual que lo que ocurre 

en Arabidopsis; Chiapello et al. 1998). Esta aseveración vale si se tiene en cuenta cuatro 

de los aminoácidos más abundantes en la proteína: glutamato, alanina, glicina e 

histidina.  Sólo en el caso de la lisina se vio que los codones con AT3 estaban 

favorecidos en Asr1.  

En resumen, Asr1 parece ser distinto a los otros miembros de la familia en tomate. 

Su secuencia codificante está extremadamente conservada en el género Lycopersicon; 

algo seguramente causado por los altos niveles y ubicuidad en su expresión. Los otros 

miembros de la familia parecerían estar más libres para cambiar, algo que 

probablemente confirió a Asr2 la potencialidad para evolucionar por selección positiva 

durante la adaptación de ciertas especies a lugares áridos (Frankel et al., 2003). 

 

 

Con respecto a Asr4 de tomate, podemos decir que este gen está ubicado cerca 

de los otros tres genes en el cromosoma IV. La proteína codificada por Asr4 es más 

grande que las otras tres, ya que tiene una región extra de 186 aminoácidos que repite 

imperfectamente una secuencia de 13 aminoácidos. Las búsquedas en bases de datos 

(que identificaran secuencias con identidad en otras especies) no dieron pistas claras de 

cuál podría ser la función de este “dominio”. Dentro de la repetición de 13 aminoácidos 

está el motivo Serina-Tirosina-Glicina: este motivo está también presente varias veces 

en proteínas que responden a estrés en S.cerevisiae (Treger y McEente, 1990). 

Asimismo, este tripéptido se encuentra como mínimo 10 veces en proteínas con función 

desconocida del hongo Ashbya gossypii (Genbank # NM210779) y Plasmodium 

falciparum (Genbank # AAC47854). 
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 Nuestro datos de expresión de Asr1 en hoja estresada hídricamente en distintas 

especies de tomate nos permiten concluir que la activación no está conservada 

filogenéticamente (a diferencia de la secuencia codificante). Esta disparidad podría estar 

causada por diferencias en la región promotora del gen que responde al estrés (cis) o por 

proteínas que activan la expresión de Asr1 (trans). La obtención de un similar patrón de 

activación en Asr4 (= se activa en las mismas especies Asr1) lleva a pensar que son 

cambios en trans que determinan la transcripción de más de un gen. Fue interesante ver 

que las especies que habitan lugares áridos no mostraron expresión de estos dos genes 

en hoja estresada, lo que lleva a pensar que tienen una distinta respuesta génica ante 

condiciones de estrés. A pesar de esto, se pudo ver la expresión de Asr1 en raíz de 

L.chilense estresada por 6 horas, mientras que en las demás especies no se detectó la 

presencia de este ARNm. Esta apoya aún más la idea de una respuesta génica distinta en 

las especies de lugares áridos. En fin, la respuesta de expresión génica de L.chilense 

ante el estrés  podría ser distinta y merece ser analizada a gran escala (midiendo muchos 

genes a la vez).  

                    

 

Discusión del capítulo II de resultados 

 

Como discutimos en párrafos anteriores, el gen Asr1 tiene características diferentes 

al resto de la familia Asr de tomate. Estas cualidades podrían indicar una mayor 

importancia en la planta. Por lo tanto, este fue el blanco para nuestros estudios 

funcionales. En el capítulo II de resultados describimos lo obtenido al analizar el 

fenotipo de plantas que sobreexpresan o tienen silenciado el gen ci21A/Asr1. El efecto 

de esta modificación genética fue analizado desde el punto de vista morfológico, 

bioquímico y molecular. 

En general, el fenotipo de la parte aérea de las plantas de papa transgénicas fue 

similar al de las plantas wild type. Hubo cambios significativos en el peso de tallos y 

hojas, pero no se observaron en más de un línea sobreexpresante o antisentido. Por lo 

tanto no podemos atribuir estos cambios al transgén Asr1. Asimismo, no se vieron 

diferencias (en tres momentos distintos del día) en el contenido de glucosa, sacarosa y 

almidón en las hojas de las líneas de papa transgénicas con respecto a las control. 

Tampoco se vieron diferencias entre las líneas en la asimilación de CO2, la tasa de 
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transpiración y la conductancia estomática. Todo esto lleva a la conclusión de que el 

metabolismo foliar en papa no se modificó por la sobreexpresión o silenciamiento de 

ci21A/Asr1. A la vez, que las plantas tengan similar tasa fotosintética, y sus azúcares no 

muestren diferencias durante el día, hace pensar que la carga de azúcares al floema será 

similar entre las líneas (Strand et al., 2000).   

Hay por lo menos dos explicaciones para la falta de efecto del transgén en hojas de 

plantas de papa. Primero, y suponiendo que  ci21A/Asr1 está involucrado en modular a 

transportadores de hexosas, no se conoce si estos tienen una función importante en la 

hoja madura (tejido fuente). Lo que se conoce de estos transportadores fue estudiado en 

tejidos heterotróficos (Sherson et al., 2003; Weschke et al., 2003). Algo que sí se sabe 

de los transportadores en hojas, es su rol en la importación de glucosa para el 

funcionamiento de los estomas (Staedler et al., 2003). Pero esta última función parecería 

ser independiente de ci21A/Asr1 ya que las propiedades estomáticas (en condiciones 

normales) no se modificaron en las líneas transgénicas. También es posible que 

ci21A/Asr1 afecte sólo un parte de los transportadores y que los ci21A/Asr1 

independientes suplan al resto.   

En segundo lugar podría ser que los cofactores necesarios para la función de 

ci21A/Asr1 no estén presentes en hoja en condiciones fisológicas normales. Schneider y 

colaboradores (1997) demostraron que la proteina CI21A sólo se encuentra en tubérculo 

en condiciones normales (= sin estrés). Entonces, se podría pensar que en hoja no 

estresada los cofactores de ci21A/Asr1 están ausentes. En el futuro sería interesante 

observar si el fenotipo foliar se modifica en las líneas transgénicas luego o durante la 

aplicación de estrés hídrico.  

Contrastando la situación en hojas, los tubérculos se ven claramente afectados por el 

transgén. Dos líneas antisentido tuvieron un menor peso fresco en los tubérculos, lo que 

llevó a una disminución del índice de cosecha. No tenemos pistas claras de las causas de 

este fenotipo. Podría estar de alguna manera relacionado con los altos niveles de 

glucosa.   Las líneas sobreexpresantes desarrollaron menos tubérculos, pero el peso 

fresco total no se vio afectado. Esto podría estar causado por una deficiente importación 

de azúcares por vía apoplástica (una vía relevante en la tuberización; Fernie y 

Willmitzer, 2001) durante la formación de los tubérculos (ver más abajo la discusión de 

los experimentos de importación de glucosa).    

En cuanto a los azúcares en tubérculo, no se vieron diferencias en la sacarosa y el 

almidón entre las líneas; pero se observaron interesantes diferencias en los contenidos 
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de glucosa. Las plantas sobreexpresantes tienen menor y las antisentido mayor cantidad 

de glucosa que las plantas wild type. Esto implica que hay una correlación negativa 

entre la cantidad de glucosa en la planta y los niveles de ci21A/Asr1. Del resto de los 

metabolitos analizados en tubérculo, ninguno muestra esa correlación, lo que deja 

entrever que  ci21A/Asr1 estaría modulando los niveles de glucosa en este órgano. Los 

altos niveles de glucosa en las plantas antisentido están acompañados por un aumento 

en otros azúcares solubles como la fructosa, la manosa, y las hexosas fosfato. En 

cambio, en las plantas sobreexpresantes la fructosa (al igual que la glucosa) está 

disminuida.  

Para nuestra sorpresa, vimos que muchos aminoácidos tienen niveles bajos tanto en 

tubérculos de plantas sobreexpresantes como antisentido. En plantas con altos niveles de 

sacarosa (Roessner-Tunali et al., 2003) se observó el mismo fenómeno, lo que podría 

homologarse con lo que pasa en las plantas antisentido. Pero, llamativamente, esto 

también ocurre en las plantas sobreexpresantes. En fin, no sabemos exactamente a qué 

se debe este cambio metabólico en los aminoácidos, pero seguramente se halla 

relacionado con el contenido de azúcares.  

Un cambio metabólico destacable es el aumento de la prolina en dos líneas 

antisentido. La prolina es un soluto compatible que ayuda a mantener la turgencia 

durante condiciones de deshidratación (atrayendo agua por presión osmótica) y 

protegería del daño a las proteínas.  En este sentido, es posible que haya una relación 

entre ci21A/Asr1 y la prolina. En este mismo sentido va el hallazgo de Kalifa y 

colaboradores (2004): plantas de tabaco que sobreexpresan Asr1 acumularon menos 

cantidad de prolina en hoja en condiciones de estrés salino.    

 

Los experimentos con glucosa marcada revelaron que los tubérculos 

sobreexpresantes tienen una menor importación de esta hexosa. Concomitantemente, 

estos tubérculos tenían menores niveles de ARNm de dos transportadores de hexosas de 

membrana. En el caso de las plantas antisentido las evidencias no fueron tan 

contundentes: la importación de glucosa estaba aumentada en una sola línea. Lo notable 

es que esta misma línea mostró altos niveles de uno de los transportadores analizados. 

Estos datos (junto con lo analizado anteriormente) llevan a pensar que ci21A/Asr1 está 

involucrado en el control de la importación de glucosa en tejidos heterotróficos. Otra 

posibilidad, que no podemos descartar, es que este gen esté relacionado con la detección 

del nivel de glucosa.  En este marco, la sobreexpresión de ci21A/Asr1 estaría 
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desencadenando una incorrecta “sensación” de alta glucosa y por lo tanto disminuiría la 

tasa de incorporación de glucosa. Lo contrario estaría pasando en las plantas antisentido. 

Sin embargo, los experimentos de Cakir y colaboradores (2003), que demostraron que 

un ASR se une al promotor de un transportador de hexosas, apoyan en mayor medida la 

teoría de que el gen está involucrado en la regulación del transporte de glucosa en 

tubérculos. Además, la localización subcelular de Asr1 en células acompañantes del 

floema (L.Maskin, resultados no publicados) sugiere que este gen puede estar 

relacionado con la movilización de azúcares. En vid, el transportador de hexosas 

controlado por ASR también se expresa en células acompañantes del floema (Vignault 

et al., 2005). 

    

 

Las plantas de tabaco que tienen silenciado el gen Asr1 tuvieron también un 

fenotipo interesante, pero a diferencia de las de papa, se observó en la parte aérea. Los 

tallos de estas líneas son significativamente más pequeños que los de las plantas wild 

type. El mismo fenotipo fue observado en unas plantas de tabaco sobreexpresantes (en 

toda la planta) de una invertasa citosólica (Canam et al., 2006). Además, las hojas de 

estas plantas tienen zonas necróticas fácilmente observables en la hoja.  

Cuando se analizan los niveles de los azúcares solubles y el almidón en hojas de 

plantas Asr1-antisentido se observan también diferencias. La glucosa tanto en luz como 

en oscuridad está aumentada con respecto a las plantas control. Lo mismo ocurre con la 

fructosa en el período de luz (pero no en oscuridad). Ni en la sacarosa ni el almidón se 

ven diferencias comparando con las plantas wild type. Estos datos llevan a dos 

conclusiones relevantes: 1) el gen Asr1 no está involucrado en la regulación de los 

niveles de sacarosa ni almidón ya que tanto plantas de papa como de tabaco (que tienen 

modificados los niveles de este gen) no mostraron cantidades anormales de estos 

azúcares. Pero sí está involucrado de alguna manera en la regulación de los niveles de 

hexosas, ya que tanto en papa, en un órgano destino, como en tabaco, en un órgano 

fuente, las cantidades de glucosa y fructosa se hallaron modificadas 2) En tabaco, las 

hojas parecen responder al silenciamiento del gen Asr1, cosa que no pasaba en papa. 

Recordemos que en hojas de papa no había modificaciones en los niveles de azúcares en 

las plantas Asr1-antisentido. En ambas especies se analizaron los azúcares en 

condiciones fisológicas normales. Esto lleva a pensar que podría haber una “útilización” 

diferente de los genes Asr en hoja de tabaco y de papa. Sabemos que en hoja de papa el 
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gen ci21A/Asr1 no se expresa en condiciones normales ni ante un tratamiento con ABA 

(Schneider et al., 1997). Lamentablemente no tenemos datos de la actividad de Asr1 en 

hojas de tabaco lo que nos impide hacer una comparación con plantas de papa.        

En este momento estamos intentando analizar la incorporación de glucosa en discos 

de hoja de tabaco (de las distintas líneas transgénicas). A la vez, planeamos medir los 

niveles de ARNm de un transportar de hexosas que tiene actividad en las hojas.  

Deseamos, también, conocer las causas del fenotipo enano y la presencia de las 

manchas necróticas en hojas de los tabacos antisentido  

 

 

Discusión del capítulo III de resultados 

 

 

Sabíamos por estudios de otro laboratorio que la proteína ASR1 tiene afinidad por el 

ADN en presencia de zinc y que tiene preferencia (medida por un ensayo de SELEX)  

por la secuencia C2–3(C/G)A (Kalifa et al., 2004). Este mismo laboratorio reportó el 

“mapeo” de la región de unión a zinc y de pegado a ADN en la proteína (Rom et al., 

2006). Asimismo, teníamos indicios (por experimentos de nuestro laboratorio) que 

indicaban que ASR1 podría formar dímeros o trímeros muy estables. Estos indicios se 

basaban en geles de poliacrilamida con agentes desnaturalizantes que mostraban bandas 

correspondientes al doble y al triple del peso molecular de ASR1.     

Nosotros visualizamos la proteína y su unión al ADN por medio de microscopia de 

fuerza atómica (AFM). Estos ensayos nos brindaron la posibilidad de ver si 

efectivamente ASR1 forma dímeros en presencia o ausencia de ADN. Para realizar 

estos experimentos debimos primero purificar la proteína de bacterias, cosa que hicimos 

con una columna de nickel aprovechando los dos tractos de histidina que tiene ASR1.   

En un principio observamos la proteína sola (sin ADN). Logramos ver esferas muy 

pequeñas, algo esperable dado el peso molecular de la proteína (13 kD). El tamaño de 

estas esferas era homogéneo, con un promedio de 12 nanómetros. Pero en ninguno de 

los campos observados detectamos alguna estructura que hiciera pensar en un dímero o 

trímero del supuesto monómero observado. Es posible que la interacción con el soporte 

de mica “desarme” los dímeros de ASR1. En este caso la proteína está interaccionando 

directamente con la mica (cosa que no ocurre cuando se incuba con ADN). También es 
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factible que haya algún otro factor necesario para que ocurra la oligomerización de 

ASR1 que no está presente cuando se purifica la proteína.  

Para poder ver el un complejo proteína-ADN purificamos un plásmido de 3 Kb, que 

sería fácilmente observable con el microscopio de fuerza atómica. Incubamos la 

proteína y el plásmido en relación 10:1 y 1:1 obteniendo los mismos resultados: todas 

las moléculas de plásmido observadas tuvieron proteína pegada. Esto corrobora el 

descubrimiento hecho por  Kalifa et al. (2004). En la mayoría de los complejos pudimos 

observar posibles dímeros de la proteína ASR1, luego de verificar que había dos 

estructuras distintas asociadas a los plásmidos. Se pudieron ver claramente los supuestos  

monómeros de ASR1 y en la misma molécula una estructura de aproximadamente el 

doble de diámetro con apariencia de dos esferas juntas. Esto lleva a pensar que los 

dímeros de ASR1 existen, por lo menos cuando la proteína está asociada al ADN.  

El plásmido Bluescript tiene la secuencia C2(C/G)A numerosas veces dado que la 

misma es pequeña; se espera encontrar cada 128 pares de bases. Intentamos medir la 

distancia entre las moléculas de ASR1 pegadas a los plásmidos para ver si existía algún 

patrón que indicase la unión a ciertas regiones en particular. No pudimos encontrar nada 

concluyente luego de un análisis laborioso. La mejor manera de confirmar la 

especificidad de ASR1 por la mencionada secuencia sería con el uso de un fragmento de 

ADN lineal y pequeño y con pocos sitios putativos de pegado.  

La dimerización de un factor de transcripción en el pegado al ADN no es algo 

novedoso para la Biología Molecular. La familia de factores de transcripción basic-

helix-loop-helix (bHLH) muestra este comportamiento (Toledo-Ortiz, 2003). Lo mismo 

ocurre con algunas proteínas de las familias MADS box (Immink et al., 2002) y bZIP 

(Mechta-Grigoriou et al., 2003).   

 

Hemos aportado evidencia que apoya la dimerización de ASR1 en el pegado a 

ADN. Seguimos sin conocer lo que le ocurre a la proteína en solución, con a sin ADN. 

Para ello se puede usar la técnica de AFM, pero sin secar la muestra, lo que permite 

observar partículas en solución. Estos son posibles experimentos para realizar en el 

futuro.   
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