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L ANTECEDENTES GENERALES 

• Código: 
BIOT -0 1-A-065 
-p¡D- PI-C- v:;J0--1-1-A -o(t; Í 

• Nombre del Proyecto: 

,..-.-,--.A ""E pAo¡· •.. , 
••- • ·.. . u • .,.,¡-,. ·-·"' • FIA 

RECEPCIONADO 
Fecha J .. .fi .. JJ11Llfi01i .............. /;.9;· ... ,r.t! 
Hora .......... 2&.,:t"·· .. ··· ..... ,-. .. : .. \l..:t 
N° Ingreso .................................................. . 

"Generación de un banco de genes de tolerancia a estrés abiótico de plantas 
nativas, utilizables en programas de mejoramiento genético vía transgenosis de 
variedades cultivables" 

• Región o Regiones de Ejecución (Originalmente planteadas en la propuesta y las 
efectivas): 

Séptima Región 

• Agente Ejecutor: 
Universidad de Talca 

• Agente( S) Asociado( s) (Originalmente planteados en la propuesta y los efectivos) 

Servicios Integrales en Biotecnología -Bioplanet-Limitada 

• Coordinador del Proyecto: 
Dr. Simón Ruiz Lara 

• Costo Total (Programado y Real): 

Programado: $ 270.273.217 
Real: $ 267.874.188 

• Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total) (Programado y Real) 

Programado: $ 121.735.615 % 45,04 
Real: $ 119.136.586 % 44,47 

• Período de Ejecución (Programado y Real) 
Programado: 46 Meses 
Real: 52 Meses 
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II. RESUMEN EJECUTIVO 

El proyecto tenía como objetivo principal el generar un banco de genes de tolerancia estrés 
abiótico obtenidos de la planta Lycoersicon chilense que pudiesen ser utilizados en estrategias 
de mejoramiento genético vía transgenosis de variedades cultivables. Para ello, se colectaron 
las semillas de la planta en estudio desde su hábitat natural, se seleccionaron plantas de dos 
poblaciones llamadas LLuta y Candelabro, que presentaran mejor tolerancia a los diversos 
estrés !abajados. A partir de estas plantas se hicieron plantas clónicas que fueron luego usadas 
en todos los experimentos. Las técnicas usadas para aislar los genes diferencialmente expresado 
fueron dos Hibridación substractiva y Differential diplay, con ellas se aislaron más de 100 
fragmentos de DNA de expresión diferencial, seleccionándose solo aquellos que presentaban 
esta característica y no eran falsos positivos de las técnicas empleadas. Dado el número de 
genes el equipo técnico decidió seleccionar un grupo de genes con los cuales se continuaría la 
investigación, de estos genes se obtuvieron los cDNAs de largo total y ellos se clonaron en el 
vector pBII21. Así los plasmidos recombinantes quiméricos fueron usados para transformar la 
Agrobacterium tumefasciens y posteriormente la bacteria transformada para obtener plantas 
transgénicas de tomate y tabaco, las cuales fueron evaluadas en cuanto a su capacidad de 
otorgar tolerancia al estrés abiótico. El resultado fue que líneas transgénicas que contenían 4 
genes diferentes, fueron capaces de otorgar tolerancia a !50 y 250 mM de Na Cl, cuando para L. 
esculentum un 50 mM de Na Cl resulta tóxico. Por otro lado, no fue posible aislar los 
promotores de los genes. Sin embargo, para un gen fue posible determinar que su expresión esta 
regulada por las señales químicas ABA y etileno . 

En resumen los objetivos del proyecto fueron alcanzados casi en su totalidad y se ha 
ganado una nueva fuente de recursos genéticos y se han conseguido genes para el mejoramiento 
genético vía transgénosis . 

En lo económico el proyecto fue ajustado un par de veces sin que ello sobrepasa el 15% 
del total solicitado inicialmente, con lo cual se puede decir que las cantidades fueron bastante 
bien calculadas y manejadas. Desde el punto de vista de proyecciones , el proyecto queda en la 
incertidumbre de lo que ocurrirá con los resultados obtenidos si no se obtiene recurso para 
continuar su investigación, y poder cerrarlo con patentes y pruebas de campo . 
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III.INFORME TÉCNICO {TEXTO PRINCIPAL) 

1. Objetivos del Proyecto: 

El proyecto fue planteado con el siguiente Objetivo General: 
"Generar un banco de genes de tolerancia a estrés abiótico aislados y caracterizados del 
genoma de la planta nativa Lycopersicon chilense " 

y los siguientes Objetivos Específicos: 

a. Obtención y propagación del material vegetal a utilizar en el desarrollo del 
proyecto . 

b. Identificar transcritos diferencialmente expresados en plantas de L.chilense 
sometidas a estrés hídrico . 

c. Identificar transcritos diferencialmente expresados en plantas de L. chilense 
sometidas a estrés salino . 

d. Identificar transcritos diferencialmente expresados en plantas de L. chilense 
sometidas a estrés por temperaturas bajas . 

e. Aislar los genes correspondientes a los transcritos de expresión diferencial que 
estén relacionados a la tolerancia de las diferentes condiciones de estrés abiótico 
analizadas . 

f. Caracterizar los genes aislados. Determinación de su secuencia nucleotídica e 
identificación de los elementos regula torios de la expresión génica . 

g. Evaluar la especificidad de expresió~ de los genes aislados en plantas transgénicas 
heterólogas (arabidopsis y tomate) . 

h. Dotar de la estructura tecnológica básica para la ejecución del proyecto 

En el análisis cuantificable del logro de los objetivos planteados, es posible asegurar que estos 
fueron alcanzados en un 95 %, La razón de ello es que los objetivos específicos f y g solo 
pudieron ser parcialmente logrados, a diferencia de los restantes que fueron conseguidos en un 
100%. A pesar de esta discrepancia, el objetivo General ha sido logrado a cabalidad . 
Dada las características de la investigación planteada en este Proyecto, el porcentaje de logro de 
los objetivos es extremadamente alto, más aún considerando que del substrato de esta 
investigación, la planta nativa L.chi/ense, se tenía muy escasa información tanto desde el punto 
de vista fisiológico como de su Biología Molecular. De tal manera que, este proyecto a 
permitido recuperar un recurso fitogenético de importancia para el país, lo cual puede 
considerarse un objetivo subsidiario que ha sido también ampliamente logrado. Al mismo 
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considerarse un objetivo subsidiario que ha sido también ampliamente logrado. Al mismo tiempo 
y en la línea de objetivos subsidiarios, el proyecto también ha permitido que jóvenes científicos 
pudieran desarrollar trabajos de Tesis Doctoral. Por otro lado, más de 60 jóvenes entre 
profesionales y estudiantes de últimos años de carreras de Agronomía, Bioquímica, Ingeniería en 
Biotecnología y estudiantes de Post-grado tuvieron gracias a este proyecto la posibilidad de 
participar de manera gratuita en un Simposio que reunió a los más importantes investigadores 
nacionales en área de biotecnología vegetal y les brindó la oportunidad de compartir 
experiencias con destacados investigadores Internacionales . 
Independientemente de lo anterior, lo más destacado ha sido el lograr que, al menos, cinco genes 
han demostrado ser capaces de otorgar tolerancia a estrés abiótico a plantas transgénicas de 
tomate Lycopersicon esculentum var.money maker. Abriendo con ello la posibilidad de ampliar 
las superficies cultivables del país . 

2. Metodología del Proyecto: 

1.- Colección de semillas de plantas de tomate L. chilense desde su habita/ natural . 
Se realizó una expedición al desierto de Atacama para buscar frutos de la planta en 

estudio. Un grupo de plantas fueron localizadas en el Valle de Lluta desde los 300 mts de altitud 
hasta los aproximadamente 1000 mts, las plantas de este grupo fueron denominadas 
Lycopersicon chilense var. Lluta. Un segundo grupo de plantas fue localizado entre los 2300 y 
3000 mts de altitud, ha este grupo se les denomino Lycopersicon chilense var. Candelabro . 
Desde ambos grupos de plantas se colectaron frutos. Junto a lo anterior se colectaron muestras 
de tierra de las plantas del grupo Candelabros para los análisis de suelo, y se realizaron 
mediciones de la temperatura diurna y nocturna para determinar los máximos y minimos a los 
cuales la planta esta expuesta en su habitat natural (Figura 1) 

2.- Preparación y siembra de semillas.-
En el laboratorio los frutos colectados de ambos grupos de plantas fueron abiertos para 

obtener las semillas correspondientes. Una vez que las semillas fueron lavadas secas y 
esterilizadas una fracción de ellas fue sometida a un shock de bajas temperaturas antes de ser 
sembradas en: cultivo in vitro con medio Murashige Skoog en 0.8% agar y en macetas en una 
mezcla 1: 1: 1 de perlita turba y vermiculita . 

3.- Cultivo y replicación de Plantas 
Las semillas puestas en cultivo in vitro fueron colocadas en cámaras de crecimiento de 

plantas a un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad a una temperatura de 26 °C y 55% 
de humedad relativa. A las tres semanas de edad las plantas germinadas fueron separadas 
dejando solo 3 plantas por magenta. Cuando las plantas cumplieron 5 semanas de edad, diez de 
cada grupo cultivadas in vitro fueron usadas para obtener réplicas de ellas con el fin de asegurar 
plantas para sucesivos experimentos. Cuando las plantas han alcanzado un tamaño adecuado 4 
semanas un tercer repique de las plantas en cultivo in vitro fue realizado con fm de tener una 
colección de plantas clónicas .. 
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4,- Establecimiento de las condiciones de estrés hídrico de las plantas de L. chilense . 
Para someter a estrés hídrico las plantas se realizaron dos procedimientos, los que estuvieron 
determinados por los tiempos en los cuales se tomaron las muestras. Así se definió: un periodo 
corto de tiempo y un periodo largo de tiempo . 

Las condiciones de estrés para el período corto de tiempo fue el siguiente: Plantas de 
ambas variedades (Lluta y Candelabro), de aproximadamente 6 semanas de edad que habían 
sido cultivadas en macetas, fueron retiradas de la maceta y separadas en dos grupos. Un grupo 
de ellas, se incubó en placas de Petri sobre papel filtro seco a temperatura ambiente y un 
segundo grupo fue puesto en iguales condiciones pero sobre papel filtro empapado en agua. La 
masa de las plantas fueron previamente determinadas. Después de permanecer 1, 1,5 y 2 horas, 
las plantas fueron colectadas, determinada nuevamente su masa, congeladas en nitrógeno 
líquido y mantenidas a -80 °C . 

Para el estrés hídrico de período largo de tiempo, el procedimiento fue el siguiente: 
Macetas que contenían separadamente tres plantas de la variedad Lluta y tres plantas de la 
variedad Candelabro, de aproximadamente 8 semanas de edad fueron separas separadas en dos 
grupos: Uno de los grupos fue regado periódicamente, en cambio el segundo grupo no fue 
regado. Con la finalidad de medir la pérdida del peso húmedo de la mezcla sustrato (perlita, 
turba y vermiculita) del grupo de plantas sin regar, se determinó la masa del sustrato a los 
tiempos O, 2, 4, 6, 8 y 10 días, para lo cual se utilizó una medida estándar que consistió en el 
volumen de una cápsula de petri pequeña. Similar análisis y en los mismo tiempos, se realizó 
con las hojas colectadas de la zona basal, central y apical de la planta. En cada tiempo las 
plantas fueron colectadas, congeladas en nitrógeno líquido y mantenidas a -80 °C.-

5.- Establecimiento de las condiciones de estrés salino de las plantas de L. chilense . 
Plantas de ambas variedades de 3 semanas de edad cultivadas en macetas, fueron 

delicadamente retiradas de sus macetas sin dañar la raíz y fueron colocadas en un cultivo 
hidropónico de Y. medio MS, durante dos días para que ellas se adaptaran a su nuevo régimen 
de cultivo. Pasado este tiempo las plantas fueron separadas en tres grupos: Un grupo fue 
mantenido en Y. de medio MS, un segundo grupo fue cultivado en Y. de MS suplementado con 
200 mM NaCl y un tercer grupo fue cultivad() en Y. de MS suplementado con 300 mM NaCI . 
Las plantas de cada grupo fueron colectadas a los 0.5, 2, 5, 7 y 1 O días de incubación. 
Posteriormente ellas fueron congeladas en nitrógeno líquido y mantenidas a -80 oc hasta la 
purificación de sus RNAs. .· 

Un experimento en iguales condiciones ha sido realizado para estudiar el tiempo que las 
plantas son capaces de soportar este nivel de s.álinidad . 

6.- Establecimiento de las condiciones de estrés por temperaturas bajas de las plantas de L. 
chilense . 

Las plantas han sido sometidas a bajas temperaturas de dos formas: 
a) Exposición de plantas a bajas.temperaturas por período corto . 
Plantas de L.chilense tanto de la variedad LLuta como de la variedad Candelabro 
cultivadas in vitro 6 semanas de edad, fueron sometidas estrés de baja temperatura 
mediante incubación por 12 horas a 4°C ,en cámara de crecimiento con iluminación 
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permanente. Tras el período de incubación, las plantas en su totalidad fueron procesadas 
para extracción y purificación de RNA total. 
b) Aclimatación a frío mediante exposición a bajas temperaturas por períodos 
prolongados . 

Plantas de ambas variedades de L. chilense , cultivadas en macetas, fueron incubadas 
por un período de hasta 1 O días en cámara de crecimiento mantenida a 6°C, 55% de humedad 
con fotoperíodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Las plantas fueron monitoreadas 
permanentemente para evaluar su aclimatación a las condiciones de incubación. Para análisis 
de expresión génica diferencial, muestras de hojas fueron tomadas a las 6, 12, 24, 36, 48, 72 , 
96, 120 y 240 horas y procesadas para purificación de RNA total. 
7.- Extracción y purificación de RNAs totales de plantas experimentales y controles 

Dos procedimientos fueron utilizados para la extracción de RNAs totales. La utilización 
de uno u otro procedimiento fue determinado por el volumen de la muestra. Cuando la muestra 
es superior a 200 mg fue utilizado el método del Trizo! (Gibco BRL) descrito por 
Chomczynski and Sacchi (Catálogo 15596 Gibco BRL). En cambio, cuando la muestra es 
inferior a la cantidad descrita fue usado el kit SV total RNA isolation system (Promega). Los 
RNAs obtenidos por ambos métodos fueron, posteriormente incubados con un exceso de 
DNAse 1-RNAse free, con el fin de asegurar la eliminación de DNA contaminante. Todos los 
RNAs obtenidos han sido analizados por electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa­
formaldehido . 

8.- Realización de hibridaciones substractiva's y Differential Display . 

a) Hibridaciones sustractivas por PCR-Select:. Para la ejecución de la Técnica de PCR select, 
es preciso, según las indicaciones de los proveedores, iniciar el procedimiento con RNA 
poli A+, para lo cual dichos RNAs fueron obtenidos mediante el Kit Poli AT trae! mRNA 
isolation System IV (Promega) de acuerdo a las especificaciones de los proveedores. Con 
los mRNAs así obtenidos se procedió a realizar la Técnica de PCR-Select cONA 
Substraction Kit (Ciontech) de acuerdo a. las instrucciones de los proveedores a excepción 
de una modificación realizada en el último punto que consistió en: La cantidad de DNA 
molde para la realización de la segunda amplificación se diluyó 1 O veces más de lo descrito 
en el protocolo. La temperatura de anne,aling se disminuyó en 6 oc , y los ciclos se 
aumentaron al doble de lo señalado en el protocolo . 

b) Differential Display: Esta técnica inicialll)ente no fue propuesta en el proyecto, por la gran 
cantidad de falsos positivos que ella daba: Sin embargo, si ella es realizada tomando todos 
los controles necesarios puede ser una técrlica que de una amplia utilidad. Por tal motivo, y 
utilizando los mismos mRNAs obtenidos de las plantas sometidas a los diferentes estrés, se 
ha utilizado esta técnica según la modificación de Rompfy Kahl (1997). Así, este protocolo 
fue adecuado para detectar genes que exhibían variaciones notables en su nivel de 
expresión. Del mismo modo, el análisis de los perfiles transcripcionales fue realizado en 
geles de agarosa lo que facilitó enormemente la recuperación de los cONA diferenciales . 
Las secuencia de los oligonucleótidos primers arbitrarios utilizados son los siguientes: 

ArbiH: 5'- AAGCTTGCACCAT-3' 13 
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Arb2H: 5'- AAGCTTCGACTGT-3' 13 
Arb3H: 5'- AAGCTTGA TTGCC-3' 13 
Arb4E: 5'- GAATTCAGAGGCA-3' 13 
Arb5E: 5'- GAATTCGCACCAT-3' 13 
Arb6E: 5'- GAA TTCTCA T A TG-3' 13 

9.- Clonamiento y secuenciación de los cDNA 
Los cDNAs obtenidos de mRNAs que mostraron una expresión diferencial tanto en las 

hibridaciones subtractivas como los obtenidos por differential display, fueron clonados 
directamente en el vector pGEMT (Promega) y amplificados en la cepa de E.coli DH5a.. Dos 
cDNAs de expresión diferencial obtenida de cada una de las condiciones de estrés, fueron 
usados como sondas radiactivas para verificar por dot blot de alta astringhencia, cual de ellos se 
encuentra repetido en las diferentes subtracciones. Esto se realizará con el propósito de 
seleccionar solo aquellos cDNAs diferentes, los cuales una vez identificados fueron sometidos 
a secuenciación nucleotídica en el secuenciador ALF-Express 11 (Amersham), utilizando para 
ello el protocolo sugerido por los proveedores del equipo . 

10.- Comparación por similitud de secuencia en bancos de datos internacionales 
La secuencia nucleotídica de los cONA de interés, fueron comparados mediante los 

algoritmos Blast o F ASTA, con los ingresados a los banco de datos internacionales tales como, 
GeneBamk o EMBL. Aquellos que presentaron mayor interés y similitudes fueron usados en 
los próximos análisis . 

11.- Análisis de la expresión diferencial de los genes seleccionados mediante Northern Blof . 
Para la realización de esta metodología fue necesario obtener RNAs totales procedentes 

de: raíces, tallos y hojas tanto de las plantas tratadas por los distintos tipos de estrés como para 
las plantas controles. El RNA obtenido fue separado en electroforesis desnaturalizante agarosa­
formaldehido y posteriormente transferido a membrana de Nylon. Las hibridaciones fueron 
realizadas a alta astringencia utilizando como sonda la región codificante y la región 3'UTR 
marcada Dadiactivamente con dATP alfa P32 

. 

12.- Aislamiento y purificación de DNA genómico de Lycopersicon chilense. 
El DNA genómico fue aislado a partir de hojas de plantas de ambas variedades 

utilizando el método de Watson y Thomson 1986 (Methods in Enzimology 118, 57-75). Este 
método permite obtener DNA de alto peso molecular que puede ser utilizado tanto para la 
elaboración de genotecas como para la amplificación de fragmentos específicos mediante la 
técnica de PCR . 

13.- Obtención de marcadores moleculares endógenos en Lycopersicon chilense . 
La obtención de genes marcadores tanto de expresión constitutiva como de expresión 

diferencial son fundamentales para utilizarlos como controles internos de las diferentes 
condiciones de estrés y para regularizar las cantidades de RNAs que están siendo utilizados 
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para diferentes ensayos. Por esta razón, es que fueron diseñados una serie de oligonucleótidos 
primers de diferentes genes que debieran estar presentes en el genoma de L. chilense y que 
pueden ser utilizados para los fines antes señalados. Así, se diseñaron para su síntesis los 
oligonucleótidos primers para: el gen de la subunidad menor de la RUBISCO; el gen pcht28 y 
Hl que codifican para una endoquitinasa y una histona Hl especifica que se expresan en 
condiciones de estrés hídrico en L. chilense ; los genes que codifican para la Actina 2 y Rd29A 
(se expresa en diferentes condiciones de estrés) de Arabidopsis thaliana; y del gen Tasl4 que 
se expresa en condiciones de estrés hídrico en L. esculentum. Además los primers para los 
genes involucradios en fotosíntesis: clFBP Fructosa-bisfosfatasa cloroplástica, TRXm 
Tioredoxina M, PsbR Proteína del PSII, PsaF Proteína del PSI y PsbA Proteína D 1 del PSII . 

14.- Aislamiento de los genes correspondientes a los cDNA obtenidos 
Para el aislamiento de las zonas regulat<irias de los genes se han utilizado tres técnicas: 

a.- Screening de genoteca de L. chilense 
Los cDNAs fueron usados como sondas radiactivas para buscar en una librería 

genómica de L. chilense construidas en el fago A.BlueStar (Novagene). Esta librería ya existía 
en nuestro laboratorio. Para aislar dichos genes, se utilizó la técnica de hibridación in si/u sobre 
placas, lo cual permite identificar a aquellos fagos que presentan los genes correspondientes. 
Los genes presentes en las colinias recombinantes identificadas, fueron posteriormente, 
subclonados en el vector plasmídico pUC 19 sometido a secuenciación nucleotídica. Conocida 
su secuencia podrían haber sido caracterizados para identificar las zonas reguladoras de su 
expresión . 

b.-Aislamiento de genes específicos mediante PCR-inversa 
Para la realización de la técnica de PCR-inversa, inicialmente fue necesario aislar y 

purificar DNA genómico de alto peso molecular. Posteriormente, el DNA fue digerido con 
diferentes enzimas de restricción y sus productos son separados en electroforesis en gel de 
agarosa, para luego realizar una Hibridación Southern, utilizando las sondas específicas para 
cada gen, determinándose la enzima con la cual fue llevada a cabo la digestión preparativa . 
Realizada esta digestión, sus productos fueron sometidos a ligación con DNA ligasa en una 
solución lo suficientemente diluida como para que los fragmentos deseados puedan auto ligarse, 
generando un DNA circular. Una vez terminad¡¡ esta etapa, se realiza un amplificación por PCR 
utlizando dos oligonucleótidos primers específicos de la región codificante del gen que nacen 
en el mismo punto pero con orientación opuesta en cada cadena del DNA. El o los fragmentos 
amplificados son clonados y sometidos a secuenciación nucleotídica . 

c.- Generación de genotecas parciales para el aislamiento de promotores de genes 
seleccionados . 

Esta técnica pretende acotar la cantidad de fragmentos genómicos a analizar, reduciendo 
la cantidad de sondeos y el tamaño de los fragmentos a secuenciar. Es un poco más laborioso 
que el screneenig de la genoteca pero tien mayor con fiabilidad. El procedimiento básicamente 
consiste en: 
Se digieren \0 11g de DNA genómico con cada una de las siguientes enzimas de restricción: 
Bam Hl, Eco Rl, Hind 111, Xba 1 y Ndel. Con los productos de la digestión se realiza un 
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Southern blot utilizando como sonda radioactiva el cONA del gen correspondiente. En 
función de las bandas de hibridación se selecciona aquella enzima que de mayor con fiabilidad y 
se realiza una digestión preparativa. Desde esta electroforesis se aísla y purifica la banda 
hibridada y se clona en un vector plasmídico como pUC19. Posteriormente, se transforman 
cepas DH5ú de E. coli y se cultivan en medio líquido. Se purifican todos los plásmidos y 
mediante PCR utilizando primers internos de la secuencia codificante del gen y primers del 
vector se procede a amplificar el fragmento que contiene el promotor y la secuencia codificante 
del gen . 

15.- Aislamiento de los cDNAs fui/ lengh de los genes seleccionados y ratificación de sus 
secuencias nuc/eotídicas . 

Las secuencias nucleotídicas 3' UTR y las secuencias codificantes de los genes 
seleccionados, sirvieron de base para el diseño y construcción de oligonucleótidos primers que 
permitieron obtener la secuencias específcas de los extremos 5' de los cDNAs de los genes 
correspondientes. Para la ejecución de este procedimiento se utilizó s el Kit 5' RACE System 
for Rapid Amplification of cONA Ende, Versión 2.0 (Invitrogen)l. Básicamente, el sistema 
consiste en la realización de una reacción de RT-PCR. La transcripción inversa (RT) se realiza 
para obtener la primera cadena de cONA a partir de mRNA obtenido de plantas sometidas al 
estrés específico. La RT se realiza con el primer específico diseñado para la zona codificante 
del gen, generándose así la primera cadena del cONA. Una vez que ha sido eliminado el mRNA 
duplex, se procede a generar una cola de citosinas en el extremo 3' del cONA utilizando una 
Transferasa Terminal de dideoxinucleotidos (TdT), para lo cual se suplementa la reacción con 
dCTP. Una vez formda esta cola de citosinas se procede a realizar la reacción de PCR en cual 
se utiliza un segundo primer de la zona codificante del gen que se encuentra en posición 
rioarriba del utilizado en la reacción de RT, y como segundo primer se usa uno que es 
complementario a la cola de Citosina y que además lleva la secuencia para diferentes enzimas 
de restricción. Una vez amplificados los fragmentos que lleva la secuencia 5' UTR del cONA, 
este es clonado en pGEM-T y clonados en la cepa de E. coli DH5 alfa. Desde las bacterias 
recombinantes es obtenido el plásmido y su inserto es sometido a secuenciación nucleotídica. 
Para ello se utilizó el sistema Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham), el 
que fue utilizado de acuerdo a protocolo indicado por el proveedor. La secuencia fue 
establecida mediante electroforesis en -geles (Reprogel Long Read, Amersham) en el 
secuenciador semi-automático ALF Expressll·(Amersham). Las secuencias con ambigüedad 
menor a 2%, fueron analizadas mediante el uso de los programas Vector Screen, y Bioedit, para 
remover secuencias provenientes del vector. Cpnocida la secuencia 5' UTR y el sitio de inicio 
de la traducción se diseñan los oligonucleótidos primer adecuados que permiten amplificar 
específicamente desde el mRNA el cONA que contiene la secuencia del ORF desde la región 3' 
UTR y el codón de stop y la región 5'UTR y el codón de inicio de traducción. Los 
oligonucleótidos primers llevan además los ~itios de restricción (Xba 1 o Sst 1) los cuales 
servirán posteriormente para ligarlos al vector PBI 121. Obtenido los cDNAs con los ORF 
completos, estos ligados a pGEM-T y clonados en DH5 alfa, para proceder nuevamente a la 
ratificación de su secuencia nucleotídica . 

16.- Clonaje de los ORF de los cDNAsfulllengh de genes seleccionados en el vector pBI121 . 



-• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

,, 
'~'lllo.." 

• 

GOBIERNO DE CHILE 
fUNDACIÓN rARA LA 

INNOVACióN AGRARIA 

El vector pB1121 es derivado del plásmido Ti de Agrobacterium, con lo cual contiene 
los elementos necesarios para la integración de este en el genoma de la planta. Además el 
plásmido contiene, el gen de resistencia al antibiótico Kanamicina, lo cual prermite hacer la 
selección de las plantas transformadas, contiene además 800 pb del promotor 35S del virus del 
mosaico de la Coliflor, el cual controla la expresión del gen reportero ~-Glucuronidasa (GUS) y 
un fragmento de 260 pb conteniedo las señales de poliadenilación del terminador del gen de la 
N opalina Sintetasa del plasmido Ti de Agrobacterium. 

Para generar los plásmidos quiméricos que contengan los cDNAs con el ORF completo, 
es preciso reemplazar el gen GUS por el cONA correspondiente. Para tal efecto, utilizando las 
enzimas de restricción Xba 1 y Sst 1, se digiere el plásmido hasta que se libere el fragmento 
correspondiente. Posteriormente, los fragmentos resultantes son separados por electroforesis en 
gel de agarosa al 1% de bajo punto de fusión y el plásmido carente del gen GUS es purificado 
por el sistema EZNA Gel extraction Kit (Omega Bio-tek). Posteriormente, este vector es ligado 
con el cONA con el ORF completo, el cual previamente ha sido digerido con las enzimasXba 1 
y Sst 1, sitios de restricción que fueron incorporadas en los oligonucleótidos primers, utilizados 
en su amplificación . 

17.- Obtención de plantas transgénicas de tomate, tabaco y arabidopsis 

a.-Transformación de Agrobacterium tumefaciens 
La transformación de Agrobacterium tumefaciens fue realizada por electroporación 

utilizando el sistema Electromax Agrobacteruim tumefaciens LBA44044 cell (Gibco BRL). 
Donde 104 células en 20).11 son transformadas con 100 ng de plásmido químerico en cubetas 
Cell-porator setting (Gibco BRL) a un voltaje de 400 Volts y una capacitancia de 300 J.tF . 
Luego las células son tomadas desde las cubetas y se les adiciona a un tubo con 1 mi de medio 
YM donde son agitadas a 225 rpm ( 30°C) por 3 hrs. Posteriormente son sembradas en placas 
YM con 50 ug/ml de Kanamicina y 1 OOug/ml de Estreptomicina e incubadas 48 - 56 hrs a 30 
oc. Las colonias resistentes corresponden a las cepas transformadas, las que son crecidas en 
medio liquido de YM hasta alcanzar una OD d~ 0.6 a 600 nM . 

b.-Transformación de Lycopersicon esculentum variedad money maker 
Para la transformación de tomate se ensayaron tres metódos: 
1.- Trasformación de cotiledones modificado por Filatti y colaboradores (1987) 
2.- Trasformación de meristemas apicales, método de Pozueta y colaboradores (200 1) 

c.- Trasformación de Nicotiana tabacum var. Xanthi: Se utilizó el método del disco de hoja 
descrito por Horsch y colaboradores (1984) 

d.- Trasformaciones de plantas de Arabidopsis thaliana var. Columbia utilizando el método 
descrito por Clough y Bent. (1998) 

' 
18.- Evaluación de la especificidad de la expresión de los genes seleccionados en plantas 
transgénicas . 

., 
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Las plantas transgénicas fueron sometidos a las diferentes condiciones de estrés abióticos 
descritos y comparada su respuesta frente a las plantas silvestres y transformadas con pBII21 de 
tomate . 

Los principales problemas que hicieron necesario adecuar la metodología fueron: 
a.- La técnica de PCR-Select para hibridaciones substractivas, no otorgó el número de clones 
esperables, con lo cual se optó por utilizar la técnica de Differential Display, obligando a 
realizar un mayor número de controles para ratificar la efectividad del gen que se estaba 
aislando . 
b.- Las instituciones o empresas que daban el servicio de secuenciación y que existían en el año 
2002 en el país, no otorgaban las garantías técnicas de confiabilidad y de seguridad, con lo cual 
fue necesario adquirir un equipo de secuenciación semiautomático ALF-Expressll (Amersham), 
y realizar en el propio laboratorio las respectivas secuencias . 
c.- La genoteca que se tenía de L. chilense, mostró por una parte que su título había disminuido 
considerablemente y que su representatividad también había disminuido, con lo cual, la 
posibilidad de encontrar los genes de interés se reducía. Por esta razón y por lo elevado de los 
costos del screening de la genoteca, es que se optó por utilizar las técnicas de PCR inverso y 
Genotecas parciales, lo cual aumenta considerablemente el tiempo de trabajo, sin aumentar 
ostensiblemente los costos . 
d.- La baja eficiencia de la transformación de la variedad money maker de Lycopersicon 
esculentum, obligó a realizar modificaciones a los métodos descritos y a utilizar diferentes 
métodos, alargando el período destinado a la obtención de las plantas transgénicas . 
e.- El deficiente sistema de cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana, con lo cual no existía 
certeza de que la transformación llevará a feliz término, condujo a realizar transformaciones de 
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. Xanthi), con el objeto de dar cumplimiento al 
objetivo de tener dos tipos de plantas heterólcigas transformadas con los mismo genes . 

3. Actividades del Proyecto: 

Año Actividades Proeramadas Actividades Reales 
2002 Adquisición de equipos Adquisición de equipos 

Obtención de una colección de Obtención de una colección de Plantas 
Plantas de L. chilense de L. chilense 
Obtención de cON As por Obtención de cDNAs por hibridación 
hibridación substractiva substractiva correspondientes a genes 
correspondientes a genes expresados expresados bajo estrés hídrico 
bajo estrés hídrico 
Obtención de cDNAs por Obtención de cDNAs por hibridación 
hibridación substractiva substractiva correspondientes a genes 
correspondientes a genes expresados expresados bajo estrés salino 
baio estrés salino 
Obtención de cDNAs por Identificación de cDNAs de expresión 
hibridación su bstracti va diferencial mediante differential 
correspondientes a genes expresados ·display de plantas sometidas a estrés 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

•,,', 
GOBIERNO DE CHILE 

FUNDACIÚN PARAtA 
INNOVAQON AGRARIA 

bajo estrés por temperaturas bajas 
Selección de los genes a ser aislados 
según su evaluación por condiciones 
de estrés y comparación con otras 
secuencias descritas en bases de 
datos . 

2003 Aislamiento de los genes expresados 
bajo las condiciones de estrés 
analizadas. 

Secuenciación nucleotídica de los 
genes aislados 

Análisis de las secuencias obtenidas 

2004 Continuación de Aislamiento de los 
genes expresados bajo las 
condiciones de estrés analizadas. 

Continuación con la secuenciación 
nucleotídica de los genes aislados y 
el análisis de las secuencias 
obtenidas 
Obtención de plantas transgénicas de 
Arabidopsis thaliana y Lycopersicon 
escu/entum 
Evaluación de la expresión de los 
genes seleccionados en las plantas 
transgénicas 

hídrico. 
Identificación de cDNAs de expresión 
diferencial mediante differential 
display de plantas sometidas a estrés 
salino 

Análisis de la composición química de 
los suelos de hábitat de L. chilense var . 
Candelabro 
Obtención de cDNAs por hibridación 
substractiva correspondientes a genes 
expresados bajo estrés por 
temperaturas bajas 
Identificación de cDNAs de expresión 
diferencial mediante differential 
display de plantas sometidas a estrés 
por temperaturas 
Análisis por hibridaciones Northem de 
la expresión de los genes aislados 
desde los diferentes tipos de estrés . 
Análisis de la genoteca para el 

. screening de los genes de intéres . 
Análisis de la fotosíntesis y de los 
perfiles transcripcionales de los genes 
asociados a este proceso, en plantas 
controles y sometidas a estrés . 
Continuación con el análisis por 
hibridaciones Northern de la expresión 
de los genes aislados desde los 
diferentes tipos de estrés . 
Screening de la genoteca con genes de 
interés . 

Aislamiento de genes específicos 
mediante PCR-inversa 

Obtención de los cDNAs de largo total 
para su clonaje en el vector binario 

Clonaje de los cONA de largo total en 
el vector pBI221. 
Transformación de Agrobacterium 
tumefasciens y transformación de 
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2005 Continuación con obtención de 
plantas transgénicas de Arabidopsis 
thaliana y L vcooersicon esculentum 
Continuación con Evaluación de la 
expresión de los genes seleccionados 
en las olantas transgénicas 

2006 

plantas de Lycopersicon esculentum 
mediante el método de Fillati y cols . 
Cultivo de plantas de Arabidopsis 
thaliana var. Columbia, para ser 
transformadas con los genes de interés 
Obtención de plantas transgénicas de 
de tabaco (Nicotiana tabacum var. 
Xanthi) con el método de Horscn y col. 
Obtención de Plantas transgénicas de 
Lycopresicon esculentum var money 
maker con una modificación del 
método de Fillati y cols, y mediante el 
protocolo de Pozueta y cols .. 
Amplificación y titulación de la 
genoteca para realizar screening de los 
genes de intéres . 
Continuación con el Aislamiento de 
genes específicos mediante PCR-
inversa . 

·Aislamiento de zonas reguladoras de 
los genes de interés mediante genotecas 
parciales . 
Continuación con Aislamiento de 
zonas reguladoras de los genes de 
interés mediante genotecas parciales 
Evaluación de la expresión de los genes 
seleccionados en las plantas 

· transgénicas 

Razones que explican las discrepancias entre las actividades programadas y las 
efectivamente realizadas, fueron explicadas en el punto 2 de Metodologías de este informe . 

4. Resultados del Proyecto: 

Los resultados del proyecto se pueden describir de la siguiente forma: 
1.- Las plantas de Lycopersicon chilense constituyen una fuente de genes involucrados en la 
tolerancia a estrés, salino y a temperaturas bajas. Esto no había sido determinado 
anteriormente, solo se presuponía, dadas las c\>ndiciones atmosféricas del hábitat natural de la 
planta. Nuestros resultados muestran que los' suelos son altamente salinos, casi 10 veces por 
sobre los niveles considerados tóxicos para tomate Mass ( 1990) (Figura 2). Por otra parte, 

1 • 

nuestros resultados muestran que esta planta ,no excluye la sal, smo que la absorbe y que la 
acumula en las hojas, independientemente de que estas sean hojas jóvenes o viejas (Figura 3) . 
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Mass ( 1990) Crop salt tolerance. In : Agricultura! Assessment and 
Management Manual. K.K. Tanji (ed. ). ASCE, New York. pp. 262-304 
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Figura 3: Niveles de Na• y K• en hojas de Lycopersicon chilense 
sometidas a estrés salino 

HE HN 

HE HN 

Control (MS 1X) 

- Estrés salino (250mM NaCJ-MS 1 X) 

HE=Hoja expandida 
HN=Hoja nueva 

Hojas adultas 
250mM NaCI 
1 o días de estrés 
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Además, hemos demostrado que ni la fotosíntesis ni los perfiles transcripcionales de los genes 
asociados a este proceso son alterados bajo estrés abiótico (figura 4) . 

2.- Generación de un banco de genes de tolerancia a estrés abiótico, aislados desde L. chilense 
y que pueden ser utilizados en estrategias de mejoramiento genético de plantas cultivadas . 

El banco de genes es el siguiente: 

C/on Tipo de estrés Homolo¡:ía 
LCHS1 Deshidratación Transportador ABC de A. thaliana 
LCHS2 Deshidratación Ferroquelatasa de S. tuberosum 
LCHS3 Deshidratación lnhibidor de la disociación de GDP de 

N.tabacum 
LCHS4 proteína con homología a gen YOL002c de 

Deshidratación S. cerevisiae 
LCHS5 Deshidratación Proteína similar a oxidorreductasa de A. 

thaliana 
LCHS6 Deshidratación Cisteina proteasa de L. escuelntum 
LCHS7 Deshidratación Colina kinasa de A. thaliana 
LCHS8 Deshidratación Fitocromo b de A. thaliana 
LCHS9 Deshidratación heat-shock protein 70 de L. esculentum 
LCHS10 Deshidratación Cadena epsilon de la ATPasa de N . 

tabacum . 
LCSS1 Salino Tioredoxina F de Brassica napus 
LCSS2 Salino Malato deshidrogenasa citosólica de N. 

tabacum 
LCSS3 Salino lnhibidor de la disociación de GDP de N. 

tabacum 
LCSS4 Salino Subunidad Alfa de ATPasa de N. tabacum 
LCSS5 Salino Proteína similar a oxidorreductasa de A. 

thaliana 
LCSS6 Salino Proteína 10 relacionada a patogénesis 
LCSS7 Salino Proteína de transferencia de lipidos de L. 

pennelli 
LCSS8 Salino Proteína tipo 1 de membrana N. tabacum 
LCSS9 Salino Proteína de función desconocida de 

A.thaliana 
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LCSS10 Salino 
LCSS11 Salino 
LCCS1 Inducida por Frío 

LCCS2 Inducida por Frío 

LCCS3 Reprimida por Frío 

LCCS4 Inducida por Frío 

LCCS5 Reprimida por frío 

LCCS6 Reprimida por frío 

LCCS7 Reprimida por Frío 
LCCS8 Inducida por Frío 
LCCS9 Inducida por Frío 

, . 

Oxidorreductasa hierro/ascorbato 
SAM Descarboxilasa 
Dominio de lysophospholipase-like protein 
de Orvza sativa 
Dominio de proteína de reparación de DNA 
B. thetaiotamicron 
Proteína función desconocida (At4g19003) 
A.thaliana 
Glicil-tRNA sintetase (cadena beta) 
A.thaliana 
4-alpha-glucanotransferase (maiQ) 
H. influenzae 
Proteína función desconocida 
A.thaliana 
Proteína Ca/b de PSI de L. esculentum 
heat-shock protein 70 de L. esculentum 
proteína NIN de la especie Lotus japonicus 

De algunos de estos genes se poseen los cDNAs de largo total, y algunos de ellos se presentan a 
continuación: 

atgagtccacaaccacaattgccccaacaaggctattcaaaggtttggttccttgatttt 
M S P Q P Q L P Q Q G Y S K V W F L O F 

gatagccttgtacctaaattgttgtcacatgatgttaagagcattgagattgttgagggt 
O S L V P K L L S H O V K S I E I V E G 

gatggtggtgctggaagcatcgagcaaatga?ctttgttgaaggtggaccaattaagtgc 
O G G A G S I E Q M N F V E G G P I K e 

ttgaagcgcaaaattcatgtgattgatgacaagaatttggtaacaaaatattcacttatt 
L K R K I H V I O O . :k N L V T K Y S L I 

gaaggtgatgttcttggtgacgaattggaatcaattggctatgatgtcaaatttgaagct 
E G O V L G O E L E . ·S I G Y O V K F E A 

gctggagatggaggttgtgtttgcaagacaicaactgagtatcacacaaagggtgatcat 
A G O G G e V e K T · 'T T E Y H T K G O H 

gt tgtg agtg aagaag a acacaa tgtaggc<Úlaggg aaagcca t tg aceta t tcaaggcc 
V V S E E E H N V G ~ G K A I O L F K A 

atcgaagcgtacctcctcgctaatccttctgtctacgcttaa 
I E A Y L L A N P S V Y A 

Figura 5. ORF y secuencia nucleotídica del gen LCSS6. Presenta un ORF de 153 
aminoácidos y una secuencia nucleotídica de 462 pares de bases . 
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atggaaatggttaacaagattgcatgctttgtgcttttatgcatggtagtggttgcaccc 
M E M V N K I A e F V L L e M V V V A P 

catgcagaggcactaacttgtggtcaagttacatctaccttggctccttgtctcccttat 
H A E A L T e G Q V T S T L A P e L P Y 

ctaatgaatcgcggtcctctcggaggctgttgtggtggtgttaagggtcttttgggtcaa 
L M N R G P L G G e e G G V K G L L G Q 

gcccagactacagtagaccgacagaccgcatgcacttgcctaaaatcagctgcttcttct 
A Q T T V D R Q T A e T e L K S A A S S 

tttacaggccttgatttgggcaaagctgctagtctccctagcacttgtagtgtcaacatc 
F T G L D L G K A A S L P S T e S V N I 

ccttacaagatcagcccctctactgactgctctaaagttcagtaa 
P Y K I S P S T D e S K V Q 

Figura 6. ORF y secuencia nucleotídica del gen LCSS7. Posee un ORF de 94 aminoácidos 
y una secuencia nucleotídica de 285 pares de bases 

ATG GeT TeT AAT AeA TTG ATG AGT TGT GGA ATT eeA GeT GTT TGe eee TeT TTe e Te 
M A S N T L M S e G I p A V e p S F L 

TeT TeT Aee AAG Te e AAA TTe Gee Gee GeG ATG eeG GTe TAe GTT GGA GeT Aee AA e 
S S T K S K F A A A M p V y V G A T N 
TTe ATG TeT AGG TTe Te e ATG TeA GeT GAT TGG ATG eee GGG eAG eee eGT e eA TeT 

F M S R F S M S A o w M p G Q p R p S 
TAe e Te GAe GGC TCA GCC ccc GGA GAT TTT GGA TTT GAT TCA CTT GGT TTA GGA GAA 

y L o G S A p G o F G F o S L G L G E 
GTA eCT GeA AAT TTG GAA AGA TAC AAA GAA TCT GAA CTT ATT CAT TGC AGA TGG GCT 

V p A N L E R y K E S E L I H e R w A 
ATG CTT GCT GTT eee GGA ATC ATA GTA CCA GAA GeA TTG GGC TTA GGT AAT TGG GTC 

M L A V p G I I V p E A L G L G N w V 
AAG Gee e AA GAA TGG GCA Gce ATT CCT GGT GGA CAA GCT ACA TAT TTG GGC CAG CCT 

K A Q E w A A I p G G Q A T y L G Q p 
GTT CCA TGG GGA ACA CTT eeT AeT ATT TTG GCT ATT GAA TTT TTA Gee ATA GCC TTT 

V p w G T L p T I L A I E F L A I A F 
GTA GAA CAC CAA AGG AGT ATG GAA AAA GAT TCA GAA AAG AAG AAG TAT eCT GGT GGG 

V E H Q R S M E K o S E K K K y p G G 
GeT TTT GAe CCA TTG GGT TAC TCT AAA GAe CCT GCT AAA TTT GAA GAA CTe AAA GTT 

A F o p L G y S K D p A K F E E L K V 
AAG GAA ATC AAG AAT GGT eGT CTT GCA TTG TTG GCA ATT GTG GGA TTT TGT GTA eAA 

K E I K N G R L A L L A I V G F e V Q 
CAA TeA GCA TAT eTA GGA AeA GGA CCA TTG GAG AAC TTG GCA ACT CAC TTG GCT GAC 

Q S A y L G T G p L E N L A T H L A o 
CCA TGG eAe AAC AAC ATT GGG GAT GTT ATT ATC CeT AAA GGC ATT TTC CCT AAT TAA 

p w H N N I G o V I I. p K G I F p N • 
ATT GTA CTA TTT ATC ATA TAG TAT ATT AGC CAA AAA CAe eTT GTA AAA eTC TCe CAT 

I V L F I I • y I S Q K H L V K L S H 
GTA CTA ATA GAT TTC TAA TGG AAT GGA eTT TTT GTG 
V L I o F • w N G L F V 

Figura 7. Secuencia nucleotídica y aminoacídica del ORF correspondiente al gen que codifica 
para la proteína Calb de L. chilense. El ORF contiene 259 aminoácidos y una secuencia 
nucleotídica de 780 pares de bases 
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ATGAGTGTAATTGGGTTTGATTTCGGAAACGAGAATTGCCTTGTTGCCGTTGCAAGGCAAAGAGGTATCG 
M S V I G F D F G N E N C L V A V A R Q R G I 

ACGTCGTGCTTAATGATGAGTCCAATCGTGAGACGCCTGCTATTGTCTGCTTCGGTGACAACGAGCGCTT 
D V V L N D E S N R E T P A I V C F G D N E R F 

CATCGGCACTGCTGGAGCTGCTTCTACCATGATGAACCCCAAAAACTCCATCTCTCAAATTAAGCGCTTA 
I G T A G A A S T M M N P K N S I S Q I K R L 

ATTGGTCGCCAGTTTTCCGACCCTGAGCTTCAAAGGGATATCAAATCCTTTCCCTTTTCTGTCACCGAAG 
I G R Q F S D P E L Q R D I K S F P F S V T E 

GCCCTGATGGCTATCCTTTGATACATGCTAATTATTTGGGAGAGAAGCGAGCCTTTACCCCGACTCAAGT 
G P D G Y P L I H A N Y L G E K R A F T P T Q V 

CATGGGCATGATGTTGTCTAACCTGAAAGGTATTGCCGAGAAGAATTTGAATACAGCTGTTGTCGACTGC 
M G M M L S N L K G I A E K N L N T A V V D e· 

TGTATTGGTATTCCTGTTTACTTTACCGACCTCCAGCGTAGGGCTGTTCTCGATGCTGCCACTATTGCTG 
C I G I P V Y F T D L Q R R A V L D A A T I A 

GCTTGCATCCCTTGCGCTTGATCCACGAGACTACAGCTACGGCTTTGGCATATGGTATTTATAAGACAGA 
G L H P L R L I H E T T A T A L A Y G I Y K T D 

TTTGCCAGAGAGTGACCAGCTCAATGTTGCATTCATTGACATTGGACACGCAAGCATGCAAGTCTGTATT 
L P E S D Q L N V A F I D I G H A S M Q V C I 

GCAGGCTTCAAAAAAGGACAGCTCAAAATCTTGTCTCACGCTTTCGATCGCTCCCTTGGGGGAAGGGACT 
A G F K K G Q L K I L S H A F O R S L G G R D 

TTGATGAAGTTCTTTTCAATCATTTTGCTGCTAAGTTCAAGGACGAGTACAAGATTGACGTCTCCCAGAA 
F D E V L F N H F A A K F K D E Y K I O V S Q N 

TGCTAAGGCTTCTCTCAGGCTCCGTGCTACATGCGAGAAACTGAAAAAGGTTCTAAGCGCTAATCCTCTG 
A K A S L R L R A T C E K L K K V L S A N P L 

GCACCGTTGAATATCGAGTGTTTGATGGATGAGAAAGATGTTAGGGGTGTCATCAAGAGGGAAGAGTTTG 
A P L N I E C L M D E K O V R G V I K R E E F 

AAGAGATCAGCATCCCGATTTTGGAGCGTGTAAAGAGGCCTCTAGAGAAAGCTCTCTCTGATGCAGGCCT 
E E I S I P I L E R V K R P L E K A L S O A G L 

CACTGTTGAAGATGTACATATGGTTGAGGTTATTGGCTCTGGCTCTCGTGTCCCTGCTATGATCAAGATT 
T V E O V H M V E V I G S G S R V P A M I K I 

CTAACTGAGTTTTTTGGTAAGGAGCCCAGGCGTACAATGAATGCAAGTGAGTGTGTGTCAAGGGGATGTG 
L T E F F G K E P R R T M N A S E e V S R G e 

eeTTGCAGTGTGCCATTCTCAGTCCGACCTTTAAAGTTCGCGAATTTCAGGTTCATGAGAGeTTCCCTTT 
A L Q C A I L S P T F K V R E F Q V H E S F P F 

CTCAATTTCTCTCGCTTGGAAAGGAGCAGCTTCTGAAGCTCAAAATGGAGGAGCTGAGAATCAGCAGAGC 
S I S L A W K G A A S E A Q N G G A E N Q Q S 

ACCATTGTTTTTCeeAAAGGAAATeeCATTeCTAGTGTCAAGGCTCTAACGTTTTATCGTTCTGGAAeAT 
T I V F P K G N P I P S V K A L T F Y R S G T 

Figura 8. Secuencia nucleotídica y aminoacídica del ORF correspondiente al gen que codifica 
para la proteína Hsp70 de L. chilense. El ORF es de 437 aminoácidos y corresponde a una 
secuencia nucleotídica de 1314 pares de bases . 



-• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

"' / ~.,."' 

•

GOBIERNO DE CHILE 
fUNL>ACION rARA LA 

INNOVACIÓN AGRARIA 

atggaagtagcagaaggagctcgccacagacttacagccaatattccctattcctccctc 
M E V A E G A R H R L T A N I P Y S S L 

accgttgatcattctctctctattactcatctaaagcctaaaatcgtagaaccgtgcaag 
T V D H S L S I T H L K P K I V E P e K 

gacttgttcaaccaatggtcaaatctagatggttctcacttctctgtagagactgtgtct 
D L F N Q W S N L D G S H F S V E T V S 

ggtggcatcacaaatctattgctaaaagtatctgtaagagaagatgacggaaagcatgaa 
G G I T N L L L K V S V R E D D G K H E 

aatatgacagttaggttatatggtccaaatactgaatatgtcattaaccgtgaacgagaa 
N M T V R L Y G P N T E Y V I N R E R E 

atgcaggcgattcaacacctctcagaggctgggtttggtgccaagttgcttgcagtattt 
M Q A I Q H L S E A G F G A K L L A V F 

gggaatggcatggttcagtcatttattgatgcacgtactttaacgcccccagacatgagc 
G N G M V Q S F I D A R T L T P P D M S 

aacccaaagcttgctgctgaaattgcaaagcaactccgaaagttccatcaggtagaaatt 
N P K L A A E I A K Q L R K F H Q V E I 

ccgggctccaaagaacctcaagtgtggaatgatgtgctcaagttctacaaaaatgcatca 
P G S K E P Q V W N D V L K F Y K N A S 

actctccaatttgatgatggtgagaagaagagaaagtatgagacaactttgttcccagaa 
T L Q F D D G E K K R K Y E T T L F P E 

gttcataatgaaatcatagagctcaaggaattgactgaccgtcttaacgccccagtggtg 
V H N E I I E L K E L T D R L N A P V V 

tttgctcacaatgacttactctctggaaatctgatgcttaatgaggagaaagaaaagctg 
F A H N D L L S G N L M L N E E K E K L 

tatttcattgattttgagtatggatcctacaattacaggggatttgacatagggaatcac 
Y F I D F E Y G S Y N Y R G F D I G N H 

ttcaatgaatatgctggctacgattgtgattacagcttatatccaaataaggatcagcag 
F N E Y A G Y D e D Y S L Y P N K D Q Q 

tttcatttcttcaggcactatttggattctgaccaaccgaataaggtatctgacaaggac 
F H F F R H Y L D S D Q P N K V S D K D 

cttgaagccttatatgtcgagaccagtagttacatgctagcttcacacctatactgggct 
L E A L Y V E T S S Y M L A S H L Y W A 

ctctgggccttgatccaggcgaaaatgtcacccatcgattttgattacatcagttacttc 
L W A L I Q A K M S P I D F D Y I S Y F 

ttcctgcgctataatgaatacaagaagcagaaggagaaagtcctctctttagccaagtca 
F L R Y N E Y K K Q K E K V L S L A K S 

tatctctcgaaacccgagctgggtaaaaggctgatgtag 
Y L S K P E L G K R L M 

Figura 9. Secuencia nucleotídica y aminoacídica del ORF correspondiente al gen que codifica 
para la proteína Colina kinasa de Lycopersicon chilense. Presenta un ORF de 372 aminoácidos 
y una secuencia nucleotídica de 1119 pares de bases . 
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atggacttgccagtttctgccattggttttgaaggttttgaaaagaggctcgaaatttct 
M D L P V S A I G F E; G F E K R L E I S 

ttcgtcgagcctggtctgtttgctgatcctaatggaaaaggacttcgatctctcacaaag 
F V E P G L F A D P N· G K G L R S L T K 

gcacagttggatgagattctcggacctgctgagtgcaccattgttgataacctgtcaaat 
A Q L D E I L G P A E e T I V D N L S N 

gactatgttgattcctatgtgctgtccgagtcgagcctcttcgtttattcttacaagata 
D Y V D S Y V L S E S. S L F V Y S Y K I 

atcatcaaaacatgtggcaccacaaagctgcttcttgcaattccgcccattctgaggttg 
I I K T e G T T K L L L A I P P I L R L 

gctgagaccttgtctctcaaagtacaagacgtgaggtatacccgtgggagcttcattttc 
A E T L S L K V Q D V R Y T R G S F I F 

cctggtgctcaatcgtttcctcaccgccacttttctgaagaagttgctgtcctcgatgga 
P G A Q S F P H R H F S E E V A V L D G 

tattttggaaagcttgctgccggtagcaaggctgtgattatgggaaatcccgacaaaact 
Y F G K L A A G S K A V I M G N P D K T 

cagaaatggcatgtttactctgcctcagctgggactgttcagtgtaatgaccctgtttac 
Q K W H V Y S A S A G T V Q e N D P V Y 

actcttgagatgtgtatggctggtttggacagggagaaggcatctgtcttctacaaaact 
T L E M e M A G L D R E K A S V F Y K T 

gaagaaagttcggctgctcacatgactgttagatctggcatcaggaagatcctccccaag 
E E S S A A H M T V R S G I R K I L P K 

tttgagatatgtgattttgagtttgaaccctgtggttattctatgaattctattgaagga 
F E I e D F E F E P e G Y S M N S I E G 

gctgctgtttcaaccattcacattaccccggaggacggctttagctatgccagctttgaa 
A A V S T I H I T P E D G F S Y A S F E 

tctgttggatatgatcctaaaaccactgagttgggtcccctggttgagagggtgcttgca 
S V G Y D P K T T E L G P L V E R V L A 

tgttttgagccagctgagttctctattgctctgcatgctgatgttgctaccaagttactg 
e F E P A E F S I A L H A D V A T K L L 

gagcgtgtttgctctgttgatgttaagggctactctcttgctgagtggagtccagaagag 
E R V e S V D V K G Y S L A E W S P E E 

tttggcaaaggcggttccattgtctaccagaagttcactagaacvccttactgtgaatct 
F G K G G S I V Y Q K F T R X P Y e E S 

cccaagtccgttctgaagggctgctggaaggaggaagagaaagaagaaaaggagtag 
P K S V L K G e W K E E E K E E K E 

Figura 10: Secuencia nucleotídica y aminoacídica del ORF del gen que codifica para la 
proteína SAMDC de Lycopersicon chilense. Presenta un ORF 358 amioácidos y una secuencia 
nucleotídica de 1077 . 
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agctctaccattttataacactagaatttgtaaaccctagatttgctgtaacagaaag 
atggatgaagagtatgatgtgattgtgcttggtactggtctcaaagaatgtatcctcagc 

M D E E Y D V I V L G T G L K E e I L S 
ggtcttctctctgttgatggtctcaaggtcctgcacatggacagaaatgactactatgga 

G L L S V D G L K V L H M D R N D Y Y G 
ggagaatcgacgtctctcaatcttgtccagctctggaagaggttcaggggaagtgataag 

G E S T S L N L V Q L W K R F R G S D K 
cctccagctcaattgggttctagcagggattataatgttgacatgatccctaagttcatt 

P P A Q L G S S R D Y N V D M I P K F I 
atggctaatggtgcgcttgtacgagttctaatccacaccgatgtcacaaaatacttatac 

M A N G A L V R V L I H T D V T K Y L Y 
ttcaaagctgttgatggcagctttgtgtataataaaggaaaggtccacaaggtgcctgcc 

F K A V D G S F V Y N K G K V H K V P A 
actgatatggaggcacttaaatctcctttaatgggcatttttgagaaacgccgtgctcga 

T D M E A L K S P L M G I F E K R R A R 
aagttcttcatctatgttcaggattataaggagagtgacccaaagacacatgaggggatg 

K F F I Y V Q D Y K E S D P K T H E G M 
gatctaacaagggtgacagcaagagagcttattgcaaaatatggtcttgatgacaatact 

D L T R V T A R E L I A K Y G L D D N T 
gtggacttcattggtcatgcattggcattacacagagatgaccgctacttagacaaacct 

V D F I G H A L A L H R D D R Y L D K P 
gcgttggatacagtgaagagaatgaagctgtatgctgagtctcttgcacgttttcaagga 

A L D T V K R M K L Y A E S L A R F Q G 
ggatcaccatatatctaccctttatatggattaggagagcttccccgggcgtttgctcga 

G S P Y I Y P L Y G L G E L P R A F A R 
cttagtgctgtgtatggtgggacctatatgctgaacaaacctgaatgcaaggtagacttt 

L S A V Y G G T Y M L N K P E e K V D F 
gatgaagaaggaaaagtctgtggtgtcacttcagaaggagagacagctaagtgcaagaaa 

D E E G K V e G V T S E G E T A K e K K 
gttgtgtgtgatccttcttacttgaacaacaaggttagaaaggttggaaaagttgcaaga 

V V e D P S Y L N N K V R K V G K V A R 
gctgtcgcaattatgagccacccaattccaaataccaatgattcacactcagtgcaaatt 

A V A I M S H P I P N T N D S H S V Q I 
attttaccccaaaaacaattgggccgtaaatctgatctgtacctgttctgttgttcttac 

I L P Q K Q L G R K S D L Y L F e e S Y 
actcataatgttgctccaaagggcaaatttattgcatttgtctcaacagaggcagaaact 

T H N V A P K G K F I A F V S T E A E T 
gataatccggagagtgaactgaagcctggtattgatcttctaggacaagtggatgaaatc 

D N P E S E L K P G I D L L G Q V D E I 
ttctttgaagcatatgacagatttgagcctgtcattgagccctctttagataattgtttt 

F F E A Y D R F E P V I E P S L D N e F 
atttctactagctatgatgctacaactcactttgagtcgaccgttgatgatgtcctcaac 

I S T S Y D A T T H F E S T V D D V L N 
atgtataccttgataactggaaaggttctggacctcaatgtggatctaagtgctgcgagt 

M Y T L I T G K V L D L N V D L S A A S 
gccgctgaagaatgagatggtctcttgtccctgtgtacctctatgtactgttctttggtt 

A A E E * 
tattacttgtattgttctctctgttctgtgttaagagttgttgcccttgcttataaaaaa 
aatatgctttttaatgcaacgatgagataatgtttgttgaagttgttgatatgtatactg 
tgggttatttg , : 

Figura 11: Secuencia nucleotídica y aminoacídica del ORF del gen que codifica para la 
proteína Inhibidor de la disociación de GDP de'Lycopersicon chi/ense . 

,, 
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Figura 12 : Respuesta del gen de la proteína de inhibición de la 
disociasión de GTP, a diversas señales químicas. 
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Figura 13: RT-PCR de plantas trasgénicas de L. 
esculentum var. MM transformadas con las 
construcciones: 

1 35S::SAMDC 1 

bp M L2 L3 L4 L6 L8 L 1 O e B 

1000 

bp M L 1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 C B 
35S::CAB 1000 

35S::GDI J bp M L 1 L2 L3 L4 L5 L6 L 7 e B 

1000 
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bp M L 1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 LB C B 

35S::Pr10 

500 

35S::LTP 

Figura 13 B. 
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L. esculentum var MM ] Construcción 35S::GDI 

C L1 L2 L1 L2 L3 

150 mM NaC 

L1 L2 L3 L1 L2 L3 

Construcción 35S: :L TP j Construcción 35S::sAi\1 

Figura 14: Plantas Trasgpenicas de ton1ate tolerantes a 150 mM NaCI 
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L. esculentum 

Control 

35S:: Ca/b 

35S:: SAMdC 

Figura 15: Platas trasgénicas tolerantes a 200 mM sal en 
cultivo hidropónico 
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INNOVACIÓN AGRARIA 

Todas las secuencias obtenidas en este proyecto han sido ingresadas al Gene Bank de Palo Alto 
California, y por lo tanto están protegidas por derechos de autor o descubridor . 

3.- Caracterización de la respuesta del gen de la proteína lnhibidor de la disociación de GDP de 
Lycopersicon chilense, a diferentes estrés y por diferentes señales químicas del sistema de 
transducción de señales. Para este caso hemos demostrado que el gen es regulado por la vía de 
transducción de señales del Etileno y ABA, cuyos elementos en cis deberían estar presentes en 
las zonas reguladoras del gen (Figura 12), lo cula será advertido cuando se aísle la zona 
promotora del gen, lo cual no fue posible en el transcurso del proyecto . 

4.- Obtención de cuatro plantas transgénicas de Lycopersicon esculentum que sobre- expresan 
diferentes genes de interés y que otorgan tolerancia a estrés abiótico. 

La sobre-expresión de los genes quiméricos en las plantas transgénicas fue demostrada 
mediante RT-PCR, utilizando un primer del vector que híbrida con la zona entre el sitio SSTl 
de clonaje y el terminador NOS, y el segundo primer de la zona codificante del gen presente el 
vector. El resultado de dicho experimento se observa en la figura (12 y 13) . 

Las plantas transgénicas tolerantes a sal a 150 y 250 mM NaCl son mostradas en las Figuras 
14 y 15 respectivamente. El estado actual de las plantas en tierra y algunas floreciendo también 
son mostradas en la figura 16 . 

S. Fichas Técnicas y Análisis Económico: 

Sea anexan las fichas técnicas de: 
a.- Protocolo de Disfferential Display 
b.- Protocolo de medición de so lutos 
c.- Protocolo de lPCR o PCR-inverso 
d.- Protocolo de transformación de Lycopersicon esculentum por el método de Fillati 
e.- Protocolo de transformación de Lycopersicon esculentum por el método de Pozuela 
f.- Protocolo de transformación de Arabidopsis thaliana por el método de Clough y Bent. 
g.- Protocolo de transformación de Nicotiana igbacum por el método de Horsch y col. 

6. Impactos y Logros del Proyecto: 

Dado los resultados obtenidos en el proyecto es imposible poder determinar de manera 
cuantitativa los impactos productivos, económicos y comerciales. Las plantas trasgénicas de 
tomate tolerantes a sal o de cualquier otra especie hortícola donde los genes en cuestión sean 
colocados, son de gran valor comercial, y por cuanto aumenta substancialmente la cantidad de 
suelos agrícolas disponibles, aumentando la producción total del fruto de la planta . 

Por otra parte los impactos sociales puedan ser también enormes, aya que poblaciones 
pobres de zonas geográficas con suelos degradados, podrían tener a través de esta vía la 
posibilidad de obtener recursos al sembrar con estas plantas . 

En cuanto a los impactos tecnológicos, es posible a la luz de los resultados tener: 
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Planta Control Planta estresada 

1. Extra~ción de RNA total y 
puñficación de RNA poliA+ 

-------TGAAAAAAAAAA~A)n 

------- AG.AAAAAAAAAA.(A)n 
- - - -----TAAAAAAAAAAA-(A)n 
-------- AGAAAAAAAAAA-'A}ii 

- ------GGAAAAAAAAAA-(A)n -------- GGAAAAAAAAAA-(Atn 
---- ---GGAAAAAAAAAA-(A)n --- ----- GGAAAAAAAAAA-(AJn 
--------AG,AAA4.AjlAAAA ... A)n -------- AGAAAAAAAAAA-(A)n 
-------TGAAAAAAAAAA -(A)n 
-------CGAAAAAAAAAAA-(A)n 

-------- TGAAAAAAAAAA -(A)n 
-------- CGAAAAAAA.AAA-(A)n 
--------cGAAAAAAAAAA-(A)n 

2. Sintes.is de cONA de cadena 
simple l (TnCG, dNTP•, tnoKripl"""""') l 

+-------GCIIIIIIIIIII 
CGAAAAAAAAAAAA-(Atn 

GCIIIIIIIIIII 
------- CGAAAAAAAAAAAA-(AnJ 

AP 
--. -- - -- -- -----------~ 

GCIIIIIIIIIII 

Ficha tknlca de Dmrenlial Display 

+ -------GC 1111 11 1 1111 
--- - - ---CGAAAAAAAAAAAA-(A)n 

l l. Apo«< de pm;do< do ...,_;, •<I>IO•ri• (AP) 

AP -+ ____ ___ _____________ .,. 
GCIIIIIIIIIII 

._ _____ A_P..;;. .. _-_- GCt 1 i i i i 1 i .-~ 

1
4. Amplifiación mediante reacción de PCR 

(TuCO, AP, dNTPs, TAQ polimerasa) 

1
5. Separación de productos de amplíficación 

mediante electrororesls en geles desnalurantes 
de poliacrilamida-urea 

• Autorradiografla 

1 2 

\ 
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Protocolo: Medición de solutos 29/05/02 

l. Se trabajara con plantas de Lycopersicon chilense crecidas en perlita y regadas con 
fertilizante VITASAC (descripción 11/04/02) 

Variedades:- Lluta: 3 plantas 4 meses de crecimiento 
Candelabro: 2 plantas 4 meses de crecimiento 

2.- De las tres plantas de Lluta 
- 1 se utilizara como control 
- Las otras 2 plantas se regaran con una solución de 200 mM NaCI, 
una vez por semana (presentan mayor tolerancia a la sal) 

2.1.- De las 2 plantas Candelabro 
-Una se utilizara como control 
- La otra se regara con una solución de 1 00 mM NaCI, una vez por 
semana (presenta menor tolerancia a la sal) 

3.- A los 2, 10 y 15 días se tomaran hojas jóvenes y viejas, se lavaron las hojas con agua 
bidesti lada, luego se secaron a 70°C por 24 hrs. ( hasta quedar como polvo) 

4.- Se realizara la medición de los solutos utilizando 100 mg de tejido . 

5.- Los iones son determinados por espectrofotometría de absorción atómica y los cloruros 
por titulación . 

Referencias para el estudio 

"Transgenic salt-tolerant tomato plants accumulate salt in foliage but not in fruit" . 
Hong-Xia Zhang and Eduardo Blumwald 
Nature biotechnology volume 19 August 2001 

La sobre expresión deAtNHXI (Antiporte Na+ 1 H+ vacuo lar de Arabidopsis thaliana) 
permite a las plantas transgénicas de tomate crecer en 200 mM NaCI . 

Medición solutos 1 mg 1 100 mg peso seco 1 

Plantas silvestres Plantas Trans2énicas 
Na 0.01 mg/1 OOmg peso seco 1 mg/1 OOmg peso seco 
K• 6-7 mg/ 1 OOmg peso seco 2 mg/1 OOmg peso seco 
cr 0- 0,01 mgf 1 OOmg p<,'SO seco 1,1 -1 ,O mgf 1 OOmg peso seco 

1 
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Planta Condición 
t• hojas jóvenes Control 
111 hojas \'Íejas Control 
2• hojas jóvenes 200mMNaCJ 
2b hojas Yiejas 200mMNaCI 
3• hojas j6Yenes 200mMNaCI 
3b hojas viejas 200mM NaCI 
4• hojas jóYenes Control 
4b hojas viejas Control 
s· hojas jóvenes lOO mM NaCI 
5° hojas viejas 100 mMNaCI 

Variedad 2 días estrés 
Lluta 290 mg P. seco 
U uta 230 mg P. seco 
Lluta Ocupado 
Lluta 350 mg P. seco 
Lluta 210 mg P. seco 
Lluta 220 mg P. seco 
Candelabro 220 mg P. seco 
Candelabro 190 mg P. seco 
Candelabro 220 mg P. seco 
Candelabro 220 mg P. seco 

10 días estrés 15 días estrés 
350 mg P. seco 350 mg P. seco 
260 mg P. seco 330 mg P. seco 
240 mg P. seco 470 mg P. seco 
240 mg P. seco 410 mg P. seco 
230 mg P. seco 320 mg P. seco 
220 mg P. seco 270 mg P. seco 
340 mg P. seco 450 mg P. seco 
180 mg P. seco 300 mg P. seco 
380 mg P. seco 460 mg P. seco 
160 mg P. seco 290 mg P. seco 

) 

) 

) 
~) 

) 

) 
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FICHA TÉCNICA 
IPCR (PCR-INVERSA) 

Este método se utiliza para amplificar secuencias de DNA 
que flanquean regiones de secuencias conocidas 

Obtención de DNA genómico de Lycopersicon chilense 

¡ 
Digestión del DNA genómico con diferentes enzimas de restricción que flanquean la región de interés 

¡ 
Transferencia de los fragmentos genómicos digeridos a filtros de nailon (Southern blot) 

¡ 
Hibridación con cDNA marcado radioactivamente 

¡ 
Análisis de los fragmentos genómicos hibridados. Se utilizará como molde para IPCR, aquel fragmento genómico que es 

único y que presente un tamaño superior a 1 Kb 

¡ 
Circularización de los fragmentos genómicos (ligación en dilución adecuada para autocircularización) 

¡ 
PCR utilizando primers que presentan secuencias conocidas y que se disponen en ¡posiciones opuestas 
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TRANSFORMACIÓN DE TOMATE 
( Lycopersicom esculentum variedad Money Maker) 

( Fillati J.J; Kiser. J; Rose. R ...... 1987) Efficient transfer of a glyphosate tolerance gene into !ornato 
using a binary tumefaciens vector. Biotechonology 5: 726 -730 . 
Protocolo de Jessica Dietae & Astud Blau . 

Esterilización de las Semillas 
Las semillas son sumergidas en una solución de hipoclorito de sodio al 30% por 

8 m in, se le adiciona además unas gotas de tri ton 100 ó de tween 20, también se puede 
utilizar el SDS ( ± 0.02%). Se tratan 2 min con etanol 70% luego se enguajan 3 veces 
con abundante agua destilada estéril, se dejan secar las semillas dentro de la placa en el 
interior de la campana de flujo laminar. Cuando las semillas están completamente secas 
se siembra un grueso de ellas en cada recipiente con medio MS Murashige & skoog 
1962, suplementado con vitaminas. Posteriormente se colocan en una cámara de cultivo 
a una temperatura de 25°C con foto periodo de 16 hrs. Luz/ 8 hrs. oscuridad, en 
oscuridad por 7 días (hasta 10 días) . 

Medio MS: 
1 Lt. ( Y, MSO = 7 gr 1 L) 

Vitaminas (l000xl 
Nicotinic acid 
Pyridoxine 
Tiamine 
Glicine 
M yo- inositol 

Inducción de Callos 

0.1 gr 
0.1 gr 
0.02 gr 
0.4 gr 

20. O gr 
1 Lt 

+ 100,0 mi ( 30%) Sacarosa 
+ 8,0 gr /1 de Agar. 
+ 1 ,O mi de Vitaminas 1 OOOx 

A la seinana de haber plantado las semillas de tomate, se proceden a cortar los 
cotiledones sobre un disco de papel filtro estéril humedecido con 1 O mM MgS04_ Para 
esto se cortan todas las plántulas de 1 caja a una altura de l cm y luego se realiza el 
corte a los cotiledones propiamente tal (en la base y punta de ellos). Después los 
cotiledones se trasladan a una placa con medio inductor de callos. En este traslado se 
debe tener especial cuidado en no dañar con las pinzas el cotiledón, este debe quedar 
con el envés hacia arriba. Se realizan 2 días de preincubación en oscuridad. Se 
colocan en una cámara a temperatura de 25°C con foto periodo de 16 hrs luz/ 8 hrs 
oscuridad . 

Medio Inductor de Callos: 
1 Lt. ( Y, MSO = 7 gr 1 L) 

Transformación de Cotiledones 

+ 100,0 mi ( 30%) Sacarosa 
+ 1,0 mi 2,4 D ( lmg/ml) 
+ 0,2 mi Kinetin ( 1 mg/ml) 
+ 8,0 gr /1 de Agar. 
+ 1 ,O mi de Vitaminas 1 OOOx 

Para la transformación de cotiledones se deben preparar previamente las células 
competentes de Agrobacterium tumefaciens, para esto se crecen a confluencia D06oo = 
1.0 en un volumen de 1 O -15 mi en tubos falcón con medio YM. Se centrifugan a 
4000 rpm por 25 min, el pellet se resuspende con pipeta en 1 O mi de Mg S04 . 
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Posteriormente se vuelve a centrifugar y resuspender en las mismas condiciones 
anteriores y por ultimo se vuelven a centrifugar y finalmente se resuspenden en 1 O mi 
de MgS04 (esta suspensión es la que se utiliza). Para poder realizar la transformación se 
coloca esta suspensión celular (1 O mi) en una placa pe tri pequeña (6 cm de diámetro) y 
ahí se van trasladando los cotiledones, con cuidado, se agitan un poco en la suspensión 
celular y se dejan unos segundos (1 O seg) y nuevamente se transfieren a las placas 
inductoras de callos en la cuál estaban, dejándolas con el envés hacia arriba. Se 
cocultivan 2 días en oscuridad. Se colocan en una cámara a temperatura de 25°C con 
foto periodo de 16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad . 

Inducción de Brotes 
Trascurrido el periodo de preincubación se trasladan los cotiledones a un medio 

inductor de brotes. Para su incubación se colocan en una cámara de crecimiento a una 
temperatura de 25°C con foto periodo de: 16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad. Los cotiledones 
en este medio deben estar aproximadamente 7 a 1 O días, transcurrido ese tiempo deben 
ser cambiadas de medio porque los antibióticos y nutrientes tienden a agotarse. Los 
cotiledones serán mantenidos en este medio hasta que exista desarrollo de plántulas, el 
proceso total de trabajo es largo y puede durar de 3- 5 meses, este tiempo depende de las 
construcciones que se utilicen . 

Medio de Inducción de Brotes: 
1 Lt. ( Y, MSO = 7 gr IL) + 100 mi30% Sacarosa (3% sac p/v) 

+ 1,0 mi Zeatin( 1mg/mi) 
+ 1 ,O mi Kanamicina ( 1 OOmg/mi) 
+ 0,5 mi Carbeniciiina ( 500 mg/mi) 
+ 8.0 gr /i de Agar. 
+ 1 ,O mi de Vitaminas i OOOx 

Inducción de Raíces 
Cuando la plántula alcance un desarrollo aceptable aproximadamente de 1-2 cm 

se traspasara a un medio de inducción de raíces, estas se demoraran en aparecer entre 
7- 10 días, luego las plantas se trataran en forma normal, por lo tanto se puede repicar 
en medio MS suplementado con vitaminas 1 OOOx y posteriormente traspasarlas a 
tierra . 

Medio de inducción de raíces: 
1 Lt. ( Y, MSO = 7 gr 1 L) + 100 mi 20% Sacarosa (2% sac p/v) 

+ 1.0 mi Kanamicina ( i OOmg/mi) 
+ 8.0 gr /i de Agar . 
+ i ,O mi de Vitaminas 1 OOOx 
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Protocolo obtenido desde: 
Plant Cell, Tissue and Organ Culture: 67: 173 • 180, 2001 

Enhanced regeneration of tomato pepper seedling explants for Agrobacterium -
mediated transformation 
Javier Pozueta, Guy Houlné, Luis Cañas, Rodolphe Schantz & Jesús Chamarro 

Metodología 
Las semillas de tomate ( Lycopersicon esculentum cvs. Money maker) son esterilizadas 
en etanol al 70% (v/v) por 10 segundos, luego son traspasadas a una solución de 
hipoclorito de sodio al 1% por 20 min., y posteriormente lavadas en abundante agua 
estéril. Son germinadas en medio MS (Murashige and Skoog, 1962), adicionando 3% 
Sacarosa y 0.8% agar planta (Duchefa), en cámara de cultivo a 25°C con fotoperiodo de 
16h/ días (65 ¡.tmol m·2 s'1). Después de la germinación (4 • 6 días) las plantulas son 
cortadas en la base del cotiledón y en los meristemas apicales con un bisturí. 
Las Agrobacterium tume(aciens transformadas son crecidas toda la noche en medio LB 
con Kanamicina (50 ug/ml) y Estreptomicina (100 ug/ml) diluida a una OD6oo = 0.1 y 
crecidas a OD6oo= 0.4 · 0.5. La suspensión bacteriana es centrifugada a 3000xg por 5 
min en tubos falcon de 50 mi y resuspendidas en medio MS líquido usado para infectar 
los explantes. La suspensión bacteriana resuspendida en medio MS líquido es colocada 
en placas petri de 150 x 20 mm, conteniendo los explantes, y es agitada gentilmente 
por 1 O min. Los explantes infectados son extraídos de esta suspensión y secados en 
papel filtro estéril y cocultivados por 2 días en medio MS fresco en cámara de cultivo a 
25°C con fotoperiodo de 16h/ días (65 ¡.tmol m·2 s' 1). Transcurrido este período los 
explantes son transferidos a un medio MS sólido conteniendo 250 ug/ mi de Ticarcillin 
y 40 ugl mi de Kanamicina incubados en cámara de cultivo a 25°C con fotoperiodo de 
16h/ días (65 ¡.tmol m·2 s'1) • 

Después de 3 · 4 semanas las plantulas emergentes elongan y pueden ser cortados y 
traspasados un medio inductor de raíces y cultivados en cámara de cultivo a 25°C con 
fotoperiodo de 16h/ días (65 ¡.tmol m·2 s'1) • 
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Elección de Método: 
La transformación de tomate vía Agrobact~;i~m no es considerado un problema real, lo 
importante es obtener un método de transfo~ación de tomates más eficiente, rápido y 
universal, lo cual se documenta en literatÚra ( Me Cormick et al., 1986; Chyi and 
Phillips, 1987; Fillati et al., 1987; van Roeckel et al., 1993; Frary and Earle, 1996). Los 
métodos reportados en general son tediosos y consumen mucho tiempo, con eficiencias 
de transformación variable (4-12%) (Hamza and Chupeau, 1993; van Roekel et al., 
1993) . 
Tanto raíces como cotiledones de plántulas jóvenes producen activamente PGRs 
(reguladores del crecimiento de plantas )'involucrados en el control de organogénesis 
(Hicks, 1994). Esta observación propone que el balance de PGRs producido por estos 
organismos puede inducir de novo regeneración de meristemas, desde meristemas 
apicales y axiales que han sido cortados en las plántulas durante su desarrollo 
temprano. Este reporte describe el desarrollo de un procedimiento de regeneración de 
plantas simple y eficiente, en un medio libre de PGR, aplicable a diferentes cultivares de 
tomate y pimentón. El proceso es compatible con la ingeniería de plantas mediada por 
Agrobacterium . 
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The Plan/ Journa/ (1998) 16(6), 735-743 

TECHNICAL ADV ANCE 

Floral dip: a simplified method for Agrobacterium - medianted transformation of 
Arabidopsis thaliana 
Steven J. C1ough and Andrew F. Bent 

Metodología: 
Crecer en macetas plantas de Arabidopsis vigorosas y sanas hasta que florezcan. Cortar 
los primeros tallos (inflorescencias), para obtener varios tallos secundarios. Las plantas 
estarán listas 4-6 días después de podarlas . 
Preparar la cepas de Agrobacterium tumefaciens que portan los genes de interés, para 
esto se crecen en un cultivo líquido a 28°C en medio YEP, con agitación y con los 
antibióticos de selección correspondientes. Se pueden utilizar células en cultivo en fase 
logarítmica media o en fase estacionaria. Centrifugar las bacterias, y resuspenderlas a 
una D06oo = 0.8 en una solución fresca de 5% sacarosa. Se necesitan 450 mi para cada 
2 a 3 potes con plantas de Arabidopsis. Antes de sumergir las plantas agregue Silwet 
L-77 a la solución a una concentración de 0.05% (500 ¡.d/ L). Sume¡ja cuidadosamente 
el extremo de la inflorescencias en la solución de Agrobacterium por 2-3 segundos . 
Ponga las plantas sumergidas bajo una bolsa plástica por 16 - 24 horas, para mantener 
la humedad, no exponer a excesiva luz (el aire al interior de la bolsa se calienta). Saque 
las bolsas y trate las plantas normalmente, dejando un papel debajo, por las posibles 
semillas que cayeran. Riegue moderadamente. Una vez que las semillas en las silicuas 
(frutos) maduren, deje de regar. Coseche las semillas maduras. Déjelas secar y luego 
almacene en frío (4°C) por lo menos una semana. Esterilice las semillas tratándolas con 
hipoclorito de sodio al 10% por 7 min, y luego lavándolas al menos dos veces con agua 
destilada estéril. Seleccionar las transformantes en placas con medio MS y el marcador 
de selección (50 ¡.tg/ml de kanamicina). Trasplantar las putativas transformantes a tierra . 

Resultados 
04-05-05 Germinar semillas de Arabidopsis thaliana variedad Columbia en medio MS . 
18-05-05 Traspaso a tierra . 

Problemas 
No existen cámaras de crecimiento adecuadas para Arabidopsis thaliana 
Cultivo de plantas en tierra: 100 ¡.tE (5000 lux). Esta iluminación supone la saturación 
de la capacidad fotosintética de las plantas.' El tipo de luz es la misma para día largo 
(fase reproductiva) o día corto (fase vegetativa). En estos casos sólo cambia el tiempo 
de iluminación ( 16 ó 8 horas por día). 
Un aspecto fundamental es que la cámara debe estar refrigerada para compensar el calor 
generado por la iluminación. La potencia de refrigeración debe estar acorde con la 
cantidad de watios utilizados . . . 
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GOBIERNO DE CHILE 
fUNl>ACIÓN PARA LA 

INNOVAQON AGRARIA 

Impactos Tecnológicos 

logro 
Nuevo en 
mercado 

Producto Nuevo 

Proceso 
Servicio 

Numero Detalle 
Nuevo en la Mejorado 

empresa 
Nuevo Planta 

Transgénica, 
tolerante a sal 

Prooiedad Intelectual Número Detalle 
Patentes 
Solicitudes deoatente 
Intención de patentar 4 Plantas transgénicas tolerantes a sal a estrés hídrico 

v a baias temoeraturas 
Secreto industrial 
Resultado no oatentable 
Resultado interésnúblico 

loara Número Detalle 
Convenio o alianza tecnolóclica 
Generación nuevos orovectos 

Los impactos científicos fueron los siguientes: 

Impactos Científicos 

loara Número Detalle {Citas, título, decripción) 
Publicaciones 3 Effect of salt stress in the adjustment of 

K+ /Na+ ratio and photosynthesis rate and 
differential gene expression in Lycopersicon 
chilense Dun . 
Enviado a Plant Physiology and Biochemistry 

(Por Ranking) A GDP dissociation inhibitor gene Rab-GDI 
is differentially regulated by abiotic stress, 
ABA and ethylene in wild type tomate species 
(Lycopersicon chilense). En preparación 

Comparative analysis of the response 
physiological to drought stress of sorne 
isoprenoids of the ro u te plastid in two 
Lycopersicon species. En preparación 

Eventos de divulgación científica Simposio ''Mecanismos moleculares de la 
respuesta a defensa a estrés biótico y abiótico" . 
i2 v 13 de Enero de 2006. Salon Dieao Portales 
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. GOBIERNO DE CHILE 
FUNDACION !"ARA LA 

INNOVAOON AGRARIA 

Universidad de Talca. 
Simposio. "Bases Moleculares y Fisiológicas de la 
respuesta a estrés . 
XVIII Reunión Anual de la Sociedad de Bioquímica 
y Biología Molecualr de Chile. 11 de Enero de 
2006 . 
Simposio "Mecanismos moleculares en respuesta 
a estrés a Plantas" XVII reunión Anual de la 
Sociedad de Botánica de Chile. Talca, 17 de Enero 
de 2006 . 

Presentación en Congresos: 
Análisis de la expresión génica diferencial durante 
la aclimatación a estrés salino en L. chilense. 
Tapia, Yañez, Ruiz-Lara, S. XXVII Reunión Anual 
de la Sociedad de Bioquímica y Biología Molecular 
de Chile. Talca Enero 2006 . 

Identificación y análisis de la expresión del gen 
LCHGDIJ, en la planta nativa de tomate L. 
chilense. XLVII. Reunión Anual de la Sociedad de 
Biología de Chile. Pucón, Chile. Noviembre de 
2004 . 

Presentaciones en Jornadas de Investigación 
de la Universidad de Tal ca . 
Aislamiento y caracterización de genes 
expresados bajo estrés por deshidratación en 
Lycopersicon chilense lván Ahumada, Isabel 
Verdugo, Simón Ruiz. "2002 

Identificación de genes de Deshidrina en 
Lycopersicon chilense, y análisis de su 
expresión diferencial. Paulina Ferrada, 
Hildegard Kranen, Fernado Pobrete, Enrique 
González. "2002 

"Identificación de genes expresados 
diferencialmente durante estrés salino en la 
especie Lycopersicon chilense" Tapia G. , 
Yañez M. y Ruiz-Lara, S. 2003 

Estudios fisiológicos y moleculares 
implicados en la tolerancia al estrés por 
sequía en dos especies de Lycopersicon. 
Loyola, ],, Ahumada, 1, Ruiz- Lara S. 2003 

Artículos y Notas de Prensa publicados en la 
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Integración a redes de investigación 

Impactos en Formación 

Logro Numero 
Tesis pregrado o 
Tesis postgrado 3 

. ... 

revista Bioplanet: 

Artículo en N° 12 de Noviembre- Diciembre 
de 2002, llamado Saldo a Favor . 

Artículo N° 28 del mes de Marzo-Abril de 
1004, titulado "Potenciado la tolerancia a la 
salinidad en plantas" . 
Nota de Prensa publicada N°39 de Enero -
Febrero de 2006, titulado Biotecnología de la 
Tolerancia y adaptación a estrés en plantas . 

Artículo de 3 páginas que esta en preparación 
y que será publicada en el número 41 de 
Abril-Mayo de 2006 . 

Artículos en prensa (semnarios): 
Alta participadón de expertos en Simposio 
Internacional. Semanario universidad de Talca • 
Viernes 24 de Marzo de 2006. 

Detalle (Título grado. lugar. instítuición) 

Trabajo de Tesis Doctorales en Programa de Doctorado en 
Ciencias, mención Ingeniería Gnenética Vegetal de la 
Universidad de Talca . 

Análisis de la expresión de los genes involucrados en la 
tolerancia al estrés salino y sequía en Lycopersicon 
chilense y su relación con la regulación de los procesos 
fotosintéticos y el metabolismo de azúcares. Estudiante 
Gerardo tapia San Martín. Defensa de Tesis Doctoral 
realizada en Octubre de 2005, cvalificación Nota 6,5 . 

Análisis Comparativo de la expresión de genes 
involucrados en la síntesis de isoprenoides en Lycopersicon 
chilense y . l. esculentum, bajo condiciones de estrés 
abiótico. Estudiante de Doctorado José Loyola. Tesis en 
redacción . 

Análisis de la expresión de genes que codifican para 
proteínas de la superfamilia LHC y su relación con la 
tolerancia a estrés fotooxidativo en la e~ecie nativa de 
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Lycopersicon chilense. 
de Tesis en Eiecución 

7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto: 

Estudiante Javier Chilian, Trabajo 

Los únicos problemas enfrentados en el proyecto fueron de carácter Técnico y fueron 
enfrentados mediante cambios en las metodologías de trabajo y mediante la adquisición del 
equipo necesario cuando correspondía . 

Los problemas fueron enunciados en la sección dos de la Metodología de este informe . 

8. Otros Aspectos de Interés 

Lo lamentable es que este Proyecto que tiene resultados que pueden ser patentables, pero 
que se requiere una última etapa de investigación de laboratorio antes de ensayos de campo, 
se quede sin financiamiento y no exista ninguna posibilidad en el propio FIA, para que 
tenga una vía de continuación. Ya que de no obtener a la brevedad financiamiento, las 
líneas transgénicas de tomate y tabaco empezaran a perderse . 

9. Conclusiones y Recomendaciones: 

Este Proyecto ha cumplido sus objetivos en un 95%, un porcentaje extremadamente alto 
para el área de la Biotecnología Vegetal. La experiencia de trabajo, desde su gestión, 
análisis económicos y técnicos fueron muy satisfactorio. Las personas llámense Jefes de 
Unidades de Proyectos, Supervisores y evaluadores económicos, siempre otorgaron el 
máximo de ayuda para el éxito del Proyecto, en todas su áreas. La recomendación es que 
continúen en esta senda y que en el futuro puedan tener recursos como para mantener 
proyectos exitosos . 

IV. INFORME DE DIFUSIÓN 

Se adjunta el Programa del Simposio "Mecanismos moleculares de la respuesta a defensa a 
estrés biótico y abiótico en plantas". Este Si.mposio estaba contemplado en el Programa de 
Difusión del Proyecto. Se adjunta además el listado de estudiantes Becados por el Proyecto para 
Asistir al Simposio y una ficha de cada uno de ellos. 

Además se adjuntan, las carátulas de los Simposios en que participaron los investigadores 
cancelados por el Proyecto . 

Se adjuntan también los resúmenes y carátulas de todas las actividades Científicas y de 
divulgación enunciadas en el punto III.6 de este informe . 

. j· 
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SIMPOSIO 

"Mecanismos moleculares de la respuesta de defensa a estrés 
biótico y abiótico en plantas" 

12 y 13 de Enero de 2006 
Auditorio Diego Portales Universidad de Talca 

Participantes: 

Dr. Eduardo Blumwald. University of California Davis, USA. 

Dra. Montserrat Pagés. Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas. España 

Dra. Blanca San Segundo. Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas. España . 

Dr. Patricio Arce Pontificia Universidad Católica de Chile 

Dr. José Casaretto. Universidad de Talca. Chile 

Prof. Luis Meza-Basso Universidad de Talca. Chile 

Dra. María Teresa Pino INIA-La Platina. Chile 

Dr. Humberto Prieto INIA-La Platina. Chile 

Dr. Simón Ruiz Lara. Universidad de Talca. Chile 

Dr. Boris Sagredo INIA-Rayentué. Chile . ' 
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PROGRAMA 

Jueves 12 de Enero 

14:30-15:30 Inscripciones 

15:30-15:45 Inauguración del Simposio 

15:45-16:30 Conferencia Dr. Eduardo Blumwald 
"Regulación de la selectividad del antitransportador vacuolar de 
Na+ 111' de Arabaidopsis tha/iana, y su rol en el estrés salino" 

16:30-17-15 Conferencia Dra. Montserrat Pagés 
"Regulación de genes inducidos en respuesta al ABA y al estrés 
hídrico en el maíz" 

17:15-17:45 Break 

17:45-18:30 Conferencia Dra. Blanca San Segundo 
"Mecanismos de defensa de las plantas frente a patógenos" 

Viernes 13 de Enero 

Mañana 

09:00-09:30 Conferencia Dr. José Casaretto 
"Complejos transcripcionales que regulan genes involucrados en la 
tolerancia a desecación en plantas" 

09:30-10:00 Conferencia Dr. Boris Sagredo 
Detección de genes de resistencia a virus y nematodos en 
germoplasma de papa mediante marcadores moleculares y su 
utilízación en el programa de mejoramiento genético de papa de 
INlA" 

10:00-10:30 Conferencia Dr. Humberto Prieto 
"Interacción Botrytis- Vid: mecanismos moleculares gatillados en la 
defensa vegetal" 

10:30-11:00 Break 

11:00-11:30 Conferencia Prof. Luis Meza-Basso 
"Desarrollo de Biopesticidas" 

11:30-12:00 Conferencia Dr. Patricio Arce 
"Tolerancia a salinidad en Cítricos" 
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12:00-12:30 Conferencia Dra. María Teresa Pino 
"La sobre-expresión de Factores de Transcripción de Arabidopsis 
(CBFs o DREBs) en papas aumenta la tolerancia a heladas" 

12:30-13:00 Conferencia Dr. Simón Ruiz 
"Genes para potenciar la tolerancia a estrés abiótico en plantas" 

Tarde 

15:30-16:15 Conferencia Dra. Blanca San Segundo 
"Aproximaciones biotecnológicas para mejorar la resistencia de las 
plantas frente a enfermedades" 

16:15-17:00 Conferencia Dra. Montserrat Pagés 
"Respuestas moleculares del maíz a la sequía" 

17:00-17:30 Break 

17:30-18:30 Conferencia Dr. Eduardo Blumwald 
"Desarrollo de cultivos tolerantes al estrés ambiental: Oportunidades 
y desafíos" 

18:30 Cierre • 
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Regulación de la selectividad del antitransportador vacuolar de Na+ m+, atNHXl, 
de Arabidopsis thaliana • 
Eduardo Blumwald 
Dept of Plan/ Sciences, University ofCa/ifornia, 
Davis, CA 95616, USA 

AtNHX 1, es un antitransportador vacuo lar de Na+ !H+ de Arabidopsis que juega un rol 

central en el establecimiento de la homeostasis iónica de la célula y en la tolerancia a la 

salinidad de la planta. AtNHX 1 facilita la acumulación de los iones de Na+ en las 

vacuolas, aliviando el efecto toxico del sodio en los procesos metabólicos de las células . 

La sobre-expresion de AtNHX 1 ha servido para mejorar la tolerancia a la salinidad de 

una variedad de plantas, incluyendo Arabidopsis, tomate, maíz, arroz, trigo, algodón, etc . 

Igualmente, la utilización de homólogos de AtNHXI de otras plantas ha servido para 

desarrollar variedades tolerantes a la salinidad. AtNHXI también facilita el transporte de 

K+ en la vacuola y juega roles importantes en la manutención de la homeostasis de K+ y 

del pH celular, procesos que son esenciales para el desarrollo de la planta. Plantas 

mutantes con una inserción de T-ONA en AtNHXI (nhxl) son más sensitivas a la 

salinidad y tienen un reducido tamaiío de hojas. La transformación de las plantas nhxl, 

con un cONA de AtNHXI controlado por un promotor 35S, recuperó el fenotipo de las 

plantas control. Los perfiles de expresión de las plantas control, las plantas nhxl y las 

plantas NHXI::nhxJ fueron analizados usando Affimetrix ATHI GeneChip@ ONA 

microarrays. Nuestros resultados demuestran que AtNHXI influencia la expresión de 

una variedad de genes, incluyendo genes relacionados al tráfico intravesicular . 

La identificación de un conjunto de proteínas (que residen en la vacuola) que 

interactúan con el extremo C-terminal de AtNHXI nos ha permitido ir comprendiendo 

los múltiples roles de los antitransportadores vacuolares. Una de estas proteínas, 

AtCaM15, es una calmodulina que se asocia con AtNHXI de una manera dependiente de 
' 

la concentración de Ca2+ y del pH de la vacuo la. La asociación de AtCaM 15 con 

AtNHX 1 promueve una modificación en la selectividad del antitransportador por Na+ o 

K+. Nuestros resultados sugieren la presencia de seiíales intravacuolares que regulan la 

actividad de los antitransportadores en respuesta a cambios ambientales percibidos por 

las células . 
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Regulación de genes inducidos en respuesta al aba y al estrés hidrico en el maíz 
Montserrat PAGÉS 
Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biología Molecular de Barcelona (IBMB). 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC)./8-26 Jordi Girona, 08034, Barcelona, SPAIN 

La hormona vegetal, ácido absisico (ABA) juega un papel importante durante el 

desarrollo de las plantas y en la transducción de la señal en respuesta a la sequía . 

Estudios moleculares sobre las regiones promotoras de los genes inducidos por ABA y 

en respuesta a la sequía demostraron la' existencia de vías independientes para la 
' 

regulación de la expresión génica mediada por elementos cis específicos. El aislamiento 

y la caracterización de proteínas que forman parte de la maquinaria de la transcripción 

de varios genes inducidos por sequía es un paso importante en la elucidación de las 

diferentes vías de regulación que controlan la expresión génica de los genes inducidos 

por el estrés. El gene rab 17 de maíz se expresa durante el desarrollo embrionario y esta 

inducido en respuesta al ABA y la sequía en embriones y en tejidos vegetativos. Los 

elementos cis ABRE y ORE están implicados en la regulación del gene por ABA y 

sequía. Utilizando el sistema del One-Hybrid, hemos aislado dos nuevas proteínas que 

se unen al elemento ORE designadas OBF1 y OBF2, que son miembros de la familia 

AP2/EREBP de factores de transcripción de plantas. Los resultados obtenidos 

demuestran que el ABA juega un papel en la regulación de la actividad de los genes 

OBFs, lo que sugiere la existencia de una vía de regulación génica dependiente del 

ABA, a través el elemento C-repeat/DRE. En paralelo, dos factores de transcripción 

pertenecen a la familia bZIP fueron asilados, uno de ellos (EmBP-2) es similar al 

EmBP-1 de Trigo, mientras el otro ZmBZ es homologo al OSBZ8 de arroz. Los dos 

factores (EmBP-2 y ZmBZ), se expresan durante el desarrollo embrionario y EmBP-2 

esta inducido por ABA y estrés osmótico in hojas. La sobreexpresión de estos factores 

en plantas de Arabidopsis que contienen promotores rab/gus indica que estos factores 

podrían regular la expresión de los genes rab a través los elementos ORE y ABRE . 

Busk and Pages Plant Cell9, 2261-2270. 1997. 
Kizis and Pages Plan! Journal 30, 679-689.2002 . 
Nieva et al. Plant Mol Biol. 58 (6) 899-914 (2005) 

,, 
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Mecanismos de defensa de las plantas frente a patógenos 
Blanca San Segundo. 
Departamento de Genética Molecular. Instituto de Biología Molecular de Barcelona. CSJC. 
Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. España . 

Las plantas, como otros seres vivos; se encuentran sometidas a condiciones 

ambientales desfavorables, ante las cuales deben adaptarse para sobrevivir. Son muchos 

los organismos potencialmente perjudiciales para la planta, desde agentes infecciosos 

(virus, viroides, bacterias, hongos), hasta organismos consumidores de vegetales 

(insectos, nematodos). Para contrarestar el ataque por parte de estos organismos, las 

plantas desarrollan una amplia gama de respuestas de defensa . 

En muchos casos, las plantas no son susceptibles del ataque por un patógeno gracias a 

un tipo de resistencia basal o resistencia general ("non-host resistance"). Este es un 

proceso complejo, no específico de patógeno y duradero, en el cual participan una gran 

variedad de defensas, tanto constitutivas como inducibles. Este tipo de resistencia, se 

desencadena tras el reconocimiento de patrones moleculares asociados al patógeno 

(pathogen-associated molecular patterns, o PAMPs) y está asociado a la expresión de 

genes de defensa. En otros casos, la resistencia viene condicionada genéticamente y está 

governada por el reconocimiento entre el producto de un gen de resistencia (gen R) de la 

planta con el producto de un gen de avirulencia (gen avr) del patógeno (teoria gen-a­

gen). Este reconocimiento determina la rápida puesta en marcha de las respuestas de 

defensa de la planta. A diferencia de la resistencia basal, la resistencia mediada por 

genes Res altamente específica (cultivar de la planta huésped-raza del patógenos). Así, 

una mutación única en el gen avr del patógeno es suficiente para que no se produzca el 

reconocimiento por parte del a planta y en ccmsecuencia se origine la enfermedad . 

Los mecanismos moleculares que conducen hasta la activación de las respuestas de 

defensa de las plantas se encuentran bajo intensa investigación. Tras el reconocimiento 

del patógeno (o de moléculas derivadas del patógeno) se activan una serie de 

mecanismos en los que intervienen múltiples vias de señalización que conducen hasta la 

activación de las respuestas de defensa. La primera línea de defensa se observa en las 

células que se encuentran en contacto directo, o en la proximidad del patógeno. Aquí, se 

observan cambios importantes en el flujo de iones de la membrana plasmática, 

generación de especies reactivas de oxígeno· y cambios en el estado de fosforilación de 

proteínas. Se ha descrito la implicación de proteínas quinasa MAP kinasas (Mitogen-
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activated protein kinases, MAPKs) y de proteínas qumasa dependientes de calcio 

(calcium-dependent protein kinases, CDPKs) en la respuesta frente a patógenos. Estas 

respuestas locales pueden llevar a una muerte celular rápida, conocida como respuesta 

hipersensible ("hypersensitive response", HR), y a la detención de la expansión del 

patógeno. Una segunda línea de defensa, implica cambios metabólicos importantes que 

están dirigidos hacia el reforzamiento de la pared celular, la activación del metabolismo 

secundario con la síntesis de fitoalexinas (compuestos antimicrobianos), la síntesis de 

proteínas y/o péptidos con actividad antimicrobiana, o de moléculas señalizadoras para 

la activación de las respuestas de defensa a nivel sistémico. Un respuesta generalizada 

en las plantas es la síntesis y acumulación de proteínas relacionadas con patogénesis 

(proteínas PR, "Pathogenesis-Related proteins). Las proteínas PR se sintetizan no solo 

en Jos puntos de infección sinó tambien en sitios distantes y confieren protección a la 

planta frente a infecciónes posteriores no solo por el patógeno que inicialmente indujo 

su expresión sino también frente a otros patógenos. Este fenómeno se conoce como 

resistencia sistémica adquirida (SAR, "systemic Acquired Resistance"), y viene a 

representar la tercera línea de defensa de las plantas. Existe además una forma diferente 

de resistencia inducida promovida por rizobacterias no patogénicas del suelo, conocida 

como resistencia sistémica inducida (ISR, Induced Systemic Resistance ) . 

En la actualidad, se está dedicando una atención especial al estudio de Jos mecanismos 

de señalización que están implicados en lá resistencia frente a patógenos, tanto a nivel 

local como a nivel sistémico. La identificaCión de genes reguladores de la respuesta de 

defensa indica que las plantas utilizan diferentes vías frente a diferentes patógenos. Por 

lo general, estas vías están caracterizadas por moléculas señalizadoras específicas que 

son cruciales para la regulación de la expresión de genes de defensa. La molécula más 

estudiada es el ácido salicílico. Otras vías utilizan el ácido jasmónico, ácido abscísico o 

etileno para su activación. El óxido nítrico, las especies reactivas de oxígeno, la 

sistemina, sacarosa, y más recientemente Jos ·Jípidos se encuentran asimismo implicados 

en la activación de las respuestas de defensa;oJocales y/o sistémicas . 
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Complejos transcripcionales que regulan genes involucrados en la tolerancia a desecación 
en plantas 
Casaretto. J .A. 
Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología, Universidad de Talca, Chile 

Las proteínas LEA están involucradas en conferir tolerancia a la desecación en plantas. Su 
expresión está regulada por programas de desarrollo en semillas, estreses ambientales y por la 
acción de la hormona ácido abscísico (ABA). Dos factores transcripcionales, uno de tipo bZJP 
(HvABI5) y otro con dominio 83 (HvVPl) son necesarios para activar el gen Lea de cebada 
HvAJ y mediar la señal por ABA. HvABI5 es capaz de unir directamente regiones reguladoras 
cis, sin embargo se desconoce el rol de HvVPl en la activación de dicho promotor. Se ha 
evaluado la posible función que tendrían proteínas 14-3-3 como adaptadores del complejo 
transcripcional que activa al promotor de HvA 1. Estas proteínas regulan múltiples procesos 
celulares en distintos organismos multicelulares y en plantas actúan como reguladores de 
enzimas y canales de membranas. Varias isoformas de proteínas 14-3-3 de cebada han sido 
identificadas y todas parecen afectar la activación del promotor de HvAJ. Dos de ellas han 
demostrado poder interactuar con Hv ABIS en ensayos de doble híbrido. Este modelo de 
complejo transcripcional también ha sido investigado en genes Lea de Arabidopsis thaliana . 
Estos resultados son evidencia del rol de proteínas 14-3-3 en la regulación de la expresión génica 
en plantas . 
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Detección de genes de resistencia a virus¡y nematodos en germoplasma de papa 
mediante marcadores moleculares y su utilización en el programa de mejoramiento 
genético de INIA. 
Sagredo, B . 
CRI Remehue del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (IN/A). Casilla 24-0. 
bsagredo@inia.cl 

El mejoramiento genético de la papa (Solanum tuberosum 4x =2n = 48) es un 
proceso largo y tedioso. Su naturaleza autotetraploide y su elevada heterocigocidad 
generan progenies con altos grados de segregación. La identificación y selección de 
genotipos que combinen el máximo de caracteres deseados requiere de poblaciones 
iniciales de gran tamaño, que después de un arduo proceso de selección y evaluaciones 
agronómicas, la liberación de una nueva variedad en promedio puede tomar 12 años o 
más . 

La incorporación de métodos de selección asistido por marcadores moleculares en 
los programas de mejoramiento genético puede aumentar la eficiencia de identificación 
y selección de genotipos superiores portadores de genes de interés. Esto podría 
disminuir tanto los costos como el tiempo necesario para el desarrollo de una nueva 
variedad. El programa de mejoramiento genético de papa del Instituto de 
Investigaciones Agropecuarias (INIA) esta desarrollando métodos de selección asistidos 
por marcadores moleculares para identificar ·genotipos portadores de los genes Ryadg, 
Rx y Hl que confieren resistencia a los virus PVY, PVX y a la plaga cuarentenaria del 
Nematodo dorado (Globodera rostochiensis W.), respectivamente. Estas plagas 
producen importantes pérdidas en rendimiento y calidad al cultivo de la papa. Se 
presentarán los avances obtenidos en la caracterización del germoplasma de papa de 
INIA en función de la presencia de estos genes y su identificación mediante marcadores 
moleculares, incluyendo estudios de segregación en algunas de sus progenies. Se 
discutirá la aplicación práctica de estos marcadores moleculares en el proceso de 
selección, en el programa de mejoramiento genético de papa de INIA . 

Proyecto Financiado porFIA (BIOT-01-A-015) 
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Interacción Botrytis- Vid: mecanismos moleculares gatillados en la defensa 
vegetal. 
H. Prieto, 
Laboratorio de Biotecnología, INIA-La Platina 

La vid ( Vitis vinífera) representa el frutal de mayor importancia económica en nuestro 

país siendo utilizado para el consumo fresco y para la producción de vinos y pisco . 

Todos cultivares existente son afectados, en alguna medida, por el hongo necrotrófico 

Botrytis cinerea. Esta interacción genera la enfermedad conocida como pudrición gris, 

que lleva a fuertes pérdidas en pre- y post-cosecha y reduce así la calidad organoléptica 

y la condición final de la fruta . 

Para que esta enfermedad ocurra en condiciones de campo, dos son las situaciones 

específicas en las que el hongo puede interaccionar de manera directa con su hospedero: 

a) una inoculación temprana al momento de la floración tardía-cuaja del fruto y b) la 

activación de estas esporas previamente inoculadas o una nueva inoculación de esporas 

a través de micro-heridas en la piel del fruto, producto de su proceso de maduración . 

Independientemente del mecanismo de inoculación, la infección por este patógeno lleva 

a la activación de señales defensivas en la planta, agrupadas en la Reacción de 

Hipersensibilidad (HR) y en la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR). Utilizando tejido 

foliar de sistemas modelo, como Arabidopsis y tomate, se ha logrado dilucidar 

parcialmente, algunos de los mecanismos de respuesta a este hongo. Sin embargo, éstos 

no son del todo entendidos en vides, por lo que los genes y/o procesos biológicos 

involucrados en esta respuesta defensiva son bastante desconocidos, más aún si se 

considera que Botrytis puede infectar distintos órganos, como hojas, flores y frutos . 

Con el fin comenzar a entender esta respuesta, se analizó el perfil transcripcional de 

genes involucrados en la respuesta a infección de hojas y frutos, de dos cultivares de 

interés agronómico para el país: Thompson Seedless (Sultanina) y Carméni:re. Se 

utilizaron microarreglos diseñados con unigenes obtenidos desde el secuenciamiento de 

l 00.000 ESTs, de diferentes tejidos de ambos cultivares. Éstos se hibridaron con 

muestras de RNA purificados desde muestras de tejidos infectados en forma controlada, 

a diferentes tiempos post inoculación. Los perfiles de hibridación obtenidos para estos 

tejidos, se compararon con aquellos obtenidos en tejidos sanos (sin infectar). En forma 

paralela, se han determinado los niveles de .l).ormonas conocidamente relacionadas con 

estos mecanismos defensivos: ácido jasmónico (JA) y ácido salicílico (SA) . 
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Los complejos patrones de respuesta observados en estos estudios comparativos en 

ambos cultivares evaluados y entre sus órg~nos, serán presentados y discutidos, con el 

fin de proporcionar una visión integrativa de los posibles procesos gatillados por la 

infección de Botrytis cinerea en su desafio a Vitis vinifera . 

Estos trabajos han sido financiados gracias a la Iniciativa Genoma Chile, Proyecto 

"Plataforma científica-tecnológica para el desarrollo de la genómica vegetal en Chile . 

Etapa!: Genómica funcional en vid" . 
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Desarrollo de biopesticidas 
Luis Meza-Basso. 
Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología, Universidad de TaJea 

En la actividad silvoagrícola, uno de los factores que atenta en contra del desarrollo sustentable es el 

uso indiscriminado de pesticidas químicos. Los plaguicidas químicos son exitosos gracias a su eficacia 

respecto a otras formas de control. Sin embargo son altamente tóxicos para los seres vivos y contaminan 

el medioambiente ¿Como controlar los numerosos organismos plagas con el mínimo costo ambiental? 

Esta preocupación estimula la utilización de los llamados "biopesticidas" que son ambientalmente 

seguros en comparación a los pesticidas quimicos . 

En la búsqueda de formas complementarias, nuestro laboratorio se ha concentrado en el desarrollo de 

alternativas que pretenden asegurar la calidad del ambiente y la salud humana. La primera 

aproximación explota el potencial de aislados nativos del Bacil/us thuringiensis (Bt) pertenecientes 

a nuestra colección . 

Se seleccionó el cultivo tomate considerando que es una de las principales especies hortícolas 

cultivadas en Chile, siendo esta especie blanco de una plaga conocida como "polilla del tomate" 

(Tuta absoluta, Lepidoptera Meyrick). Se seleccionaron las cepas nativas de Bt más promisorias a 

través de ensayos de actividad biológica en condiciones de laboratorio. Si bien la utilización de 

formulaciones de Bt es una alternativa válida, la aplicación de Bt (cristales y esporas) tiene 

limitantes debido a la inestabilidad de la toxina es fotosensible y baja persistencia en el medio . 

En primera instancia, los resultados fueron erráticos, debido a la forma de alimentación de la larva . 

Ésta se alimenta del mesófilo y toma contacto con la epidermis de la hoja en dos puntos, uno al entrar 

y otro al salir, disminuyendo así la probabilidad que la larva ingiera la toxina y por ende, disminuye la 

eficacia del control. 

Ambos problemas han sido abordados mediante (a) la transferencia de un gen de la 8-endotoxina de 

un Bt nativo a bacterias del género Bacillus que colonizan naturalmente el filoplano de plantas de 

tomate. En efecto, dos especies B. licheniformis y B. subtilis fueron transformadas con un gen 

cryJAb de Bt. La proteína recombinante fue monitoreada durante el ciclo de crecimiento de la 

bacteria hospedera. El transgen fue expresado, ejerciendo la acción insecticida in in si/u por 

tiempos controlables. (b) El problema del hábito alimenticio de las larvas está siendo abordado 

mediante (i) la generación de plantas transgénicas mediante la transferencia de genes de 8-endotoxinas, 
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dirigiendo la expresión de mediante la utilización de un promotor específico para mesófilo. Se 

pretende además, incorporar un gen de una quitinasa que potencie el efecto de la toxina de Bt (ii) una 

segunda aproximación se apoya en la generación de plantas resistentes mediante la expresión 

combinada de un gen híbrido en cloroplastos, para la producción de formas de proteínas Cryl . 

En el área de biopesticidas, se estudia también un segundo tema relacionado con la generación de 

resistencia al ataque del pulgón verde del duraznero (Myzus persicae persicae) mediante péptidos 

antibióticos. Myzus persicae es viable gracias a un endosimbionte perteneciente al género 

Buchnera, bacteria emparentada con E. coli. Se ensayaron tres péptidos antibacterianos 

(indolicidina, magainina 11 y cecropina PI) mediante el análisis de supervivencia de Myzus 

persicae a diferentes dosis. Se seleccionó indolicidina, sintetizándose el gen de este antibiótico 

a partir de oligonucleótidos sintéticos. Se construyeron dos vectores para la expresión del gen 

de indolicidina en Arabidopsis. El primero para la expresión del gen de indolicidina bajo el 

control del promotor CaMV 35S y el segundo, para la expresión restringida a tejido 

tloemático, bajo el control del promotor CoYMV. Los resultados prelimares sugieren que 

indolicidina reduce la sobrevivencia de Myzus persicae afectando su endosimbionte . 
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Tolerancia a la salinidad en cítricos . 
Patricio Arce-Johnson y Ximena Alvaréz . 
P. Universidad Católica de Chile (parce@bhpuc.clJ, Departamento de Genética Molecular y 
Microbiología . 

Los cítricos son especies que pueden crecer en condiciones semiáridas bajo 

condiciones de irrigación controlada. Sin embargo, estas especies presentan baja 

tolerancia a suelos salinos. Para incrementar las áreas cultivadas en zonas semiáridas de 

Chile con estas especies, es fundamental cóntar con variedades de mayor tolerancia a la 
' sal, dado los altos niveles de algunos iónes en estos suelos. Por ello, se evaluó la 

tolerancia a NaCl y B bajo condiciones in vitro, en los portainjertos de cítricos, C-35 

citrange, Citrumelo Swingle y Rubidoux. 'Los parámetros evaluados fueron altura de 

planta, número y largo de raíces, brotes secundarios y daño foliar. Para NaCl se 

evaluaron las concentraciones 50, 100, !50 y 200 mM. El largo de las raíces fue el 

parámetro más sensible y permitió discriminar a C-35 con una mayor tolerancia frente a 

Citrumelo y Rubidoux. Para B se evaluaron concentraciones de 1.08 a 4.32 mg/1 en los 

tres patrones. En estas condiciones experimentales, altos contenidos de B en el medio 

no evidenciaron daño en ninguno de los portainjertos de cítricos. Concentraciones 

mayores de 6.50, 8.67 y 13.01 mg/1 para B se evaluaron en C-35 sin mostrar efectos 

deletéreos en las condiciones evaluadas. Al cultivar explantes en altas concentraciones 

de NaCI y B en el medio de cultivo, se observó un dramático efecto en quemadura de 

hojas, indicando una acción sinérgica en el daño ejercido . 

Para incrementar la tolerancia a sales en cítricos, se está implementando un 

programa de transformación genética que . permita introducir genes foráneos con el 

propósito de incrementar la tolerancia a la salinidad. Para el patrón de cítricos C-35 

citrange, utilizando como explantes segmentos de epicotilos y secciones de entrenudos, 

se ha conseguido seleccionar explantes tolerantes a antibiótico, los que están siendo 

evaluados respecto de la presencia y expresión del transgén . 

Agradecimientos: ASOEX, FDF e INNOVA CHILE Proyecto 204-4037 
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Aclimatación a Bajas Temperaturas y la Sobre-Expresión de Factores de 
Transcripción (CBFs/DREBs) de Arabidopsis Aumentan la Tolerancia a Heladas en 
Papas 
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En plantas, la aclimatación a bajas temperaturas es un proceso complejo y poco entendido, 

que envuelve una serie de cambios bioquímicos, fisiológicos y anatómicos que ocurren en 

conjunto con un mejoramiento en la capacidad para tolerar heladas. En la última década y 

gracias a las nuevas herramientas biotecnológicas disponibles, se han logrado importantes 

avances en esta materia; el descubrimiento de genes asociados a tolerancia al frío y en 

particular de los factores de transcripción (CBF/DREB) de Arabidopsis despiertan grandes 

expectativas. Los CBF!DREB son FT que regulan la expresión de varios genes regulados 

por el frío (genes COR) en respuesta a bajas temperaturas, conduciendo a un subsiguiente 

incremento en tolerancia a heladas. En el presente trabajo se introducirá la forma de acción 

de los CBF!DREB y se darán a conocer algunos resultados de la sobre-expresion de estos 

FT en Solanum commersonii Dun. y Solanum tuberosum, las cuales fueron transformadas 

mediante el método de Agrobacterium con los FT AtCBFI, AtCBF2 y AtCBF3. Plantas de 

ambas especies sobre-expresando AtCBF 1 en forma constitutiva mejoraron 

significativamente su tolerancia a heladas, incluso sin un periodo previo de aclimatación al 

frío. En conjunto y paralelamente al incremento en la tolerancia a heladas, líneas S . 

commersonii transgénicas sobreexpresando AtCBFI en forma constitutiva mostraron 

cambios bioquímicos, fisiológicos y anatómicos, comúnmente asociados tanto al fenómeno 

de aclimatación como a la tolerancia a heladas, entre los cuales destacan incremento de 

osmo protectores (azúcares, prolina), cambios en los parámetros fotosintéticos, pigmentos 

y cambios en la ultraestructura de la hoja. Sin embargo, la expresión constitutiva de los 

CBFs estuvo asociada a alteraciones morfológicas y crecimiento retardado, en particular en 

los primeros estados de desarrollo. Los resultados de otro estudio comparando la sobre­

expresión de AtCBF3 bajo el control de un promotor constitutivo (35SCaMV) versus un 

promotor inducible (Rd29A) mostró que plantas expresando el gene bajo el control de un 

promotor inducible no presentaron alteraciones morfológicas aun cuando incrementaron su 

tolerancia al frío; asimismo la expresión de AtCBF3 envolvió la acción de varios genes 

COR. Por otra parte, líneas de ambas especies sobre-expresando el gene AtCBF2 no 

mejoraron significativamente su tolerancia a heladas respecto a plantas control. 
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Genes para potenciar la tolerancia a estrés abiótico en plantas 
Simón Ruiz Lara . 
Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología. Universidad de Talca. sruizíalutalca.cl 

El estrés salino, las temperaturas bajas y la sequía son los factores abióticos que provocan 

mayor perjuicio en el crecimiento y desarrollo de las plantas. El incremento en la aridez y salinidad 

de los suelos tanto por prácticas inadecuadas de irrigación como por factores climáticos diversos, 

hace que el estudio de los mecanismos de tolerancia que poseen las especies nativas a estos tipos de 

estrés adquiera especial relevancia . 

La planta nativa Lycopersicon chilense es una especie silvestre de tomate cuyo hábitat 

natural es el desierto de Atacama, sitio en el cual está expuesta a severas condiciones de sequía, 

salinidad y altas fluctuaciones de temperatura. La alta plasticidad fenotípica que presenta esta 

especie le permite adecuarse a las restricciones impuestas por el medio y la convierte en un 

interesante modelo para el estudio de los mecanismos de tolerancia al estrés salino que operan en 

especies glicófitas . 

En este trabajo se ha determinado que, luego de un periodo de aclimatación, L. chilense 

activa sus mecanismos de tolerancia al estrés. La aclimatación se traduce en una serie de cambios 

tanto en la expresión de genes, como en la acumulación de azúcares, modificaciones en la 

fotosíntesis, cambios en la morfología de la hoja y la ultra estructura celular. Se han identificado 

una serie de genes que son diferencialmente expresados durante el estrés salino, sequía y 

temperaturas bajas, los cuales, según los procesos en que participan las proteínas codificadas han 

sido clasificados en cuatro grupos: genes de respuesta generalizada al estrés, recuperación de 

homeostasis osmótica-iónica, control de crecimiento-expansión celular y genes que codifican para 

proteínas de detoxificación de especies reactivas de oxígeno y de reparación de componentes 

dañados . 

cDNAs de genes representativos de los cuatro grupos, han sido clonados en vectores 

binarios y utilizados para generar plantas transgénicas de Nicotiana tabacum var. Xanthi y de 

Lycopresicon esculentum var. Money maker. Los. efectos fenotípicos de la sobreexpresión de dichos 

genes y la capacidad para otorgar tolerancia a los diferentes estreses están siendo evaluados . 

Financiado por: 
Fundación para la Innovación Agraria (FIA), Proyecto Biot-01-A-065 . 
Programa de Biotecnología en Solanáceas. DIAT-UTALCA . 
Centro de investigación en Biotecnología Silvoagricola (CIBS) 
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Aproximaciones biotecnológicas para mejorar la resistencia de las plantas frente a 
enfermedades. 
Blanca San Segundo . 
Departamento de Genética Molecular. Instituto de Biología Molecular de Barcelona. CSJC. 
Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. España . 

Las enfermedades producidas por patógenos limitan de manera muy importante la 

producción de las cosechas. Al mismo tiempo, las prácticas de la agricultura actual que 

se basan en producciones en grandes extensiones de monocultivos favorecen la 

aparición de epidemias que son responsables de importantes pérdidas económicas . 

El control de las enfermedades producidas por microorganismos en cultivos de 

interés agronómico puede y debe abordarse complando diferentes estrategias. La 

Biotecnología Vegetal, integrada de una manera adecuada con los sistemas de mejora 

genética tradicionales representa una herramienta de gran utilidad para la obtención de 

nuevas variedades más resistentes al ataque por patógenos. Las ventajas directas que se 

derivan de la utilización de variedades transgénicas resistentes a enfermedades incluyen 

el incremento en la producción y la reducción en el uso de productos químicos en el 

campo, con el consiguiente beneficio que ello supone en la conservación del medio 

ambiente y en la reducción de los costes de producción . 

En el transcurso de los últimos años se ha recogido una gran cantidad de información 

acerca de los procesos de defensa naturales de las plantas y se han identificado una 

colección importante de genes que participan en dichos procesos, o genes de defensa . 

Para muchos de ellos se ha descrito una actividad antimicrobiana, tanto in vitro como in 

vivo (p.e. quitinasas, 3-1,3-glucanasas,. defensinas o tioninas). El término 

"antimicrobiano" generalmente se utiliza para definir a cualquier compuesto que 

destruye o que inhibe el crecimiento de hongos y bacterias. El conocimiento de los 

mecanismos moleculares que participan en. ia respuesta de defensa de las plantas nos 

proporciona diferentes opciones y estrategias para el desarrollo de plantas transgénicas 

resistentes a patógenos. Así, son muchos 'los ejemplos descritos en la literatura, que 

muestran que los genes de defensa vegetales son útiles para la obtención de plantas 

transgénicas mejoradas en sus propiedades de resistencia frente a patógenos (hongos y 

bacterias, fundamentalmente). Hay que decir aquí también que la protección que 

confiere un gen de defensa de origen vegetal con actividad antimicrobiana al ser 

expresado en plantas transgénicas no es completa. Se trata de una protección parcial, 

': 
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que es efectiva solo frente a un limitado espectro de patógenos. En general, la expresión 

simultánea de estos genes de defensa, por ejemplo quitinasas junto con ~-1,3-

glucanasas, tiene un efecto protector superior al que aporta la expresión individual de 

cada uno de ellos. Hasta la fecha, las estrategias basadas en la utilización de genes que 

codifican proteínas con actividad antimicrobiana de origen vegetal no han permitido 

obtener variedades de interés comercial resistentes a patógenos. Muy probablemente, 

ello se debe a que no se conoce todavía la combinación adecuada, dentro del conjunto 

de genes que participan en la defensa, que es efectiva para combatir a cada patógeno . 

Las estrategias con mejores perspectivas de éxito, más efectivas y duraderas, dirigidas 

a la protección frente a patógenos mediante la utilización de genes de defensa vegetales 

residen en la capacidad de poder actuar mediante transformación genética en las vías de 

señalización que conducen a la activación de la respuesta natural de defensa de la 

planta. Ello puede conseguirse bien mediante la utilización de genes reguladores, o bien 

modulando los niveles de las moléculas señalizadoras involucradas en la respuesta de 

defensa de la planta. En cualquier caso el objetivo final es la activación de la expresión 

de un conjunto de genes defensa endógenos de la planta. La utilización de esta 

estrategia requiere no obstante un conocimiento mucho más profundo acerca de las 

rutas de señalización implicadas en la respuesta de defensa de una planta, así como, de 

las posibles rutas secundarias que puedan resultar afectadas . 

La producción de proteínas o péptidos antimicrobianos no es un estrategia defensiva 

utilizada exclusivamente por el reino vegetal, ya que se observa también en otros 

organismos, como animales, incluyendo artrópodos (y en particular insectos), anfibios y 

mamíferos. A priori, cualquier gen de defensa proveniente, bien de una planta o bien de 

otro organismo, es candidato para ser utilizado como transgén en la mejora genética de 

plantas . 

Hay organismos que representan una buena fuente suministradora de genes 

antimicrobianos, genes cuyos productos son importantes para la protección de los 

mismos frente a otros organismos de su entorno. Este es el caso de hongos antagonistas 

o micoparásitos del suelo (p.e. Trichoderma spp.) frecuentemente utilizados como 

agentes para el control biológico). Estos orgánismos han evolucionado específicamente 

para atacar a otros hongos del suelo, pero no a las plantas. El hongo del suelo 

Aspergillus giganteus sintetiza y secreta una proteína de pequeño tamaño, muy 
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compacta y resistente a proteolisis, a la que se ha denominado proteína AFP 

(Anti.Eungal I'.rotein). El gen ajjJ, cuando es expresado en plantas transgénicas de arroz 

confiere protección frente al hongo Magnaporthe grisea . 

Por otra parte, se sabe que en la respuesta immune de insectos participan una gran 

gama de péptidos con actividad antimicrobiana (defensinas, cecropinas). Estos péptidos 

protegen a los insectos de la acción de los microorganismos que son ingeridos cuando 

se alimentan de una planta. Las cecropinas son una familia de péptidos de naturaleza 

básica que se encuentran en la hemolinfa de insectos. Se ha comprobado la capacidad de 

cecropinas de insectos para inhibir el crecimiento de importantes fitopatógenos . 

Asimismo, se sabe que plantas de arroz que expresan estos genes son más resistentes a 

la infección por hongos patógenos . 

Un aspecto importante que se desprende de los resultados obtenidos de la utilización 

de genes de defensa de origen no vegetal que codifican proteínas o péptidos con 

actividad antimicrobiana, es que la introducción en plantas de este tipo de genes es 

capaz de conferir un nivel de protección más elevado y frente a un espectro mucho más 

amplio de patógenos de lo que se observa con la utilización de genes vegetales como 

transgenes . 



-• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Respuestas moleculares del maíz a la sequía . 
Montserrat Pagés 
Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biología Molecular de Barcelona (IBMB). 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC). 18-26 Jordi Girona, 08034, Barcelona, SPAIN 

El estrés hídrico es el estrés con más incidencia en las plantas y por lo tanto en la 

producción agrícola. Las plantas desarrollan mecanismos de respuesta y de tolerancia a 

la falta de agua y el estudio de estos mecanismos a nivel molecular ha tenido un enorme 

avance en los últimos años. Se han descrito muchos genes que están regulados por 

sequía y el análisis de la expresión de estos genes ha revelado la existencia de múltiples 

vías de transducción de señal entre la percepción de la señal de déficit hídrico y la 

expresión génica. La hormona vegetal ABA, que es esencial en los procesos del 

desarrollo de la semilla y en el control de apertura de los estomas, es un elemento clave 

en el procesamiento de esta respuesta celular al déficit hídrico Con respecto a la 

naturaleza de las diversas proteínas inducidas durante el déficit hídrico se está haciendo 

un esfuerzo para conocer su papel en la tolerancia al estrés. En la embriogénesis tardía, 

cuando el embrión sufre una deshidratación progresiva y severa, se expresan una serie 

de genes que están relacionados con la tolerancia a la desecación El ABA es un 

prerrequisito para su expresión, aunque los niveles de la hormona en condiciones 

normales está muy por encima de las condiciones requeridas para su inducción. El gen 

rab 17se expresan abundantemente en los embriones maduros del maíz y en tejidos 

vegetativos en condiciones de estrés osmótico. Hemos analizado la sobreexpresión de 

la proteína Rab 17 en plantas transgénicas con el fin de evaluar su resistencia a sequía y 

salinidad Los resultados obtenidos indican una mayor tolerancia de las plantas que 

sobreexpresan Rab 17 al estrés hídrico así c'oino una mejor recuperación de las mismas 

en condiciones de estrés. La proteína Rab 17 es la proteína más fosforilada del embrión 

de maíz. Nuestros resultados indican un ·papel importante de Rab 17 durante la 

germinación en condiciones de estrés osmótico así como la importancia de la 

fosforilación de dicha proteína por la proteína kinasa CK2 en este proceso, lo que 

permitirá en un futuro próximo la obtenció~ de plantas mejor adaptadas a terrenos y 

climas poco aptos para la agricultura . 

Referencias 

-Riera ,M. Figueras, M. Lopez,C. Godoy,A. Pagi:s,M. (2004)Protein kinase CK2 

modulates developmental functions of the abscisic acid responsive pro te in RAB 17 from 

Maize. Proc Nat Acad Sci.USA, vollOl, no 26, 9879-9884 . 



-• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • .. 
• • • 

. ' 

-Gendra, E. Moreno, A. Alba, MM. Pages M. (2004). Interaction ofthe plant glycine­

rich protein MA 16 with a novel nucleolar DEAD box RNA helicase pro te in from Zea 

mays. Plant Joumal 38 (6) 875-86 . 

-Riera, M., Peracchia, G., de Nada!, E., Ariño, J., Pages, M. (2001) Maize protein 

kinase CK2: Regulation and functionality ofthree regulatory subunits. Plant Joumal 25 

(4) 365-374 . 

-Riera, M., Peracchia, G., Pages, M. (2001). J:?istinctive features ofplant protein kinase 

CK2. Mol. Cell Biochem. 227, 119-127 . 



-• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Desarrollo de cultivos tolerantes al estres ambiental : Oportunidades y desafios 
Eduardo Blumwald 
Dept of Plan/ Sciences, University ofCalifornia, 
Davis, CA 95616, USA 

Salinidad y sequia son dos de los mayores estres abioticos que reducen la productividad 

agrícola. Altos niveles de salinidad en el suelo y la escazes the recursos hidricos afecta 

una gran proporcion del territorio mundial y la perdida de tierra arable por la salinizacion 

del suelo y la sequia esta directamente en conflicto con las necesidades de la poblacion 

mundial, estimada en crecer en 1,5 billones de personas en los proximos 20 alías . 

Esfuerzos empleados para mejorar el crecimiento de cultivos no han sido muy fructíferos 

porque los mecanismos basicos que emplean las plantas para tolerar el estres no estan 

completamente entendidos. Aunque ha habido un suceso relativo con soluciones tecnicas 

para tratar el problem (en particular tratamiento de suelos), las soluciones biologicas han 

sido mas dificiles de desarrollar. El desarrollo de plantas transgenicas, a las cuales se les 

han introducido nuevos genes o que han sido alteradas para sobre-expresar genes propios, 

sera discutida. Enfasis sera puesto en la sobre-expresion the transportadores de iones que 

hacen posible la reduccion del sodio citoplasmatico. Ademas, seran discutidos algunos de 

los majares desafios y oportunidades para incrementar la tolerancia de cultivos al estres 

ambiental, tomando salinidad como un caso de estudio . 
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•• • 17:15 ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO EN LA ARGINASA TIPO 1: MUTACIONES DE LIGANDOS 
• PARA EL GRUPO CARBOXILO DE LA ARGININA (Substrate specificity of .human arginase 1: 
e mutations of ligands to the arginine carboxyl group) Orellana Ml! Soledad, Alarcón A, Neira B, Carvajal 

N, Opto. Bioquímica y Biología Molecular, Fac. Cs. Biológicas, Universidad de Concepción . • • 
• 17:3o-18:00 CAFÉ • • • 8:00-20:00 SIMPOSIO 

• SIMPOSIO BASES MOLECULARES Y FISIOLOGICAS DE LA RESPUESTA A ESTRÉS 
• COORDINADOR: Dr. Simón Ruiz 

•e 18:00 Dra. Blanca San Segundo. Departamento de Genética Molecular. Instituto de Biología 
Molecular de Barcelona. CSIC. Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. España. MECANISMOS DE 

• DEFENSA DE LAS PLANTAS FRENTE A PATÓGENOS. 

• 18:30 Dr. Hugo Peña-Cortés1 Alvaro Cuadros\ lngrid Ramirez1
, Manuel Pinto2

, Thomas Fichef. e Alejandro Riquelme2, Patricio Hinrichsen3
, Humberto Prieto3

, Marlene Aosales3
, Enrique González4 and 

e Simón Ruíz4
• 

1Centro de Biotecnología, UTFSM, Valparaíso, Chile. 2Universidad de Chile, Santiago, 
e Chile. 31nstituto de Investigaciones Agropecuarias, La Platin~. Santiago, Chile. 4Universidad de Talca, 

• 
Talca, Chile. PROYECTO DE DESARROLLO DE LA GENOMICA FUNCIONAL EN CHILE: ETAPA 1 
VID {OEGECHIVID): USO DE ESTS Y MACROARREGLOS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE 

• GENES Y RUTAS METABÓLICAS RELACIONADAS CON EL DESARROLLO DEL FRUTO Y 
• MECANISMOS DE DEFENSA CONTRA Botrytis cinerea. 

e 19:00 Dr. Eduardo Blumwald. Dept of Plant Sciences, University of California, Davis, CA, USA . 
• REGULACION DE LA SELECTIVIDAD DEL ANTI-TRANSPORTADOR VACUOLAR DE NA•IH•, 
e ATNHX1, DE Arabidopsis thaliana. 

e 19:30 Dra. Montserrat Pagés. Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biología Molecular de 
e Barcelona (IBMB) Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC).18-26 Jordi Girona, 08034, 
• Barcelona, SPAIN. R_EGULACIÓN DE GENES INDUCIDOS EN RESPUESTA AL ABA Y AL ESTRÉS 
• HIORICO EN EL MAIZ . 

• • 
• 20:15-21:15 CONFERENCIA Dr. OSVALDO CORI • • • • • • • • 21:15 

• • • •• • • 

TRAVESIA DE UNA INVESTIGACION BIOQUIMICA: DE LAS PLANTAS AL HOMBRE 
Dra. M. Antonieta Valenzuela 

Laboratorio de Bioquímica Dr. Osvaldo Cori, Facultad de Ciencias Químicas y 
Farmaceuticas, Universidad de Chile . 

PRESENTA: Dr. Rafael Vicuña 

CENA/FIESTA 
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XVII Reunión Anual de la Sociedad de Botimica de ('!ti/e 

SIMPOSI03 
MECANISMOS MOLECULARES EN RESPUESTAS A ESTRÉS EN PLAJ"'TAS 

Organizadores: Simón Ruizy José Casaretto 
Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología, U11il•ersidad de Ta/ca 

RESPUESTAS MOLECULARES DEL MAÍZ A LA 
SEQUÍA (Molecularresponses in maize to drought). 
Pagés. M. Departamento de Genética Molecular, Ins­
tituto de Biología Molecular de Barcelona (IBMB) • 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas 
(CSIC). Barcelona. Espmia. 

El estrés hídrico es el estrés con más incidencia en 
las plantas y en la producción agrícola. Las plan­
tas desarrollan mecanismos de respuesta y de to­
lerancia a la falta de agua y el estudio de éstos a 
nivel molecular ha tenido un enorme avance los 
últimos a ti os. La fitohormona ABA. que es esen­
cial en el desarrollo de la semilla y control de aper­
tura de los estomas. es un elemento claw en el 
procesamiento de la respuesta celular al déficit 
hídrico. En la embriogénesis tardía. cuando el 
embrión sufre una deshidratación progresiva y 
severa, se expresan genes que están relaciona­
dos con la tolerancia a la desecación. siendo ABA 
un prerrequisito para su expresión. El gen rab/7 
se expresa abundantemente en los embriones 
maduros del maíz y en tejidos ,·egetativos en 
condiciones de estrés osmótico. Sobreexpresión 
de rab/7 en plantas transgénicas indican una 
mayor tolerancia de las plantas al estrés hídrico. 
así como una mejor recuperación de las mismas 
en condiciones de estrés. La proteína Rab 17 es la 
proteína más fosforilada del embrión de maíz. 
Nuestros resultados indican un papel importante 
de Rab 17 durante la germinación en condiciones 
de estrés osmótico así como la importancia de la 
fosforilación de dicha proteína por la proteína 
quinasa CK2. Esto permitirá la obtención de plan­
tas mejor adaptadas a terrenos y climas poco ap­
tos para la agricultura. 

MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS 
FRENTE A PATÓGENOS (Piant defense 
mechanisms against pathogens) San Segundo. B. 
Departamento de Genética Molecular, Instituto de 
Biología Molecular de Barcelona. CSIC, Barcelona, 
España. 

8 

Para contrarrestar el ataque de organismos 
patogénicos, las plantas cuentan con una amplia 
gama de respuestas de defensa. En muchos casos, las 
plantas no son susceptibles al ataque de patógenos 
gracias a una resistencia basal. Este es un proceso 
complejo. no específico y duradero en el cual partici­
pan defensas constitutivas e inducibles. el que se des­
encadena tras el reconocimiento de patrones 
moleculares asociados al patógeno y está asociado a 
la expresión de genes de defensa. En otros casos. la 
resistencia es específica y depende del reconocimien­
to de un gen de aviJUiencia del patógeno por el pro­
ducto de un gen de resistencia de la planta. Múltiples 
vías de seiialización conducen a la activación de res­
puestas de defensa. La primera línea de defensa ocu­
rre en células próximas al patógeno (cambios del flujo 
de iones en membranas. generación de especies 
reactivas de oxígeno y fosforilación de proteínas). 
Estas respuestas locales pueden llevar a una muerte 
celular rápida que detiene la expansión del patógeno. 
Una segunda linea de defensa implica cambios 
metabólicos dirigidos hacia el reforzamiento de lapa­
red celular. la activación del metabolismo secundario 
para la síntesis de fitoalcxinas. proteínas con activi­
dad antimicrobiana o moléculas setiales de que acti­
van defensas a nivel sistémico. Las vías de respuesta 
están caracterizadas por señales específicas para la 
regu )ación de la expresión de genes como el ácido 
salicílico, ácido jasmónico, ácido abscísico o etileno . 
Oxido nínico. especies reactivas de oxígeno, sistemina, 
sacarosa, y más recientemente los lípidos, se encuen­
tran asimismo implicados en la activación de las res­
puestas de defensa . 

DESCIFRANDO LOS MECANISMOS 
MOLECULARES QUE REGULAl'\ LA POLARI­
DAD CELULAR Y LA UBICACIÓN DE 
ORGAJ'\ELOSDURANTEELDESARROLLODE 
LA PLANTA YFRENTEAESTÍMULOSAMBIEN­
TALES COMO LA LUZ (Deciphering the 
mechanisms that regulate cell polarity and organelle 
positioning during development and in response to 
environmental stimuli). Meisel. L., Tejos, R., Mora-
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involucra un mecanismo redox, que podría ser secundario a la 
inducción de genes trazadores de acción tiroidea (mGPDH y 
ANT 2) que generan estrés oxidativo, los cuáles son gatillados 
por complejos hormona·receptor que interactúan con 
elementos de respuesta a T3 o por factores intermediarios 
activados por T3. 
Financiado por FONDECYT 1030499 y FONDECYT 1050131 . 

PERFIL DE ENERGIA LIBRE Y DE POTENCIAL 
ELECTROSTATICO EN EL VESTiBULO INTRACELULAR 
DE LOS CANALES DE K• DEPENDIENTES DE VOLTAJE. 
(Free energy and electrostatic potential profile in the inner 
vestibule of voltage gated potassium channels). González W§, 
Berneche S:t:, Latorre A·, González-Nilo FD§. §Centro de 
Bioinformática y Simulación Molecular, Universidad de Talca, :f: 
Structural Biology Division, Biozentrum, University of Base!, 
Switzerland, ·centro de Estudios Científicos (CECS), Valdivia. 

Los canales de K~ dependientes de voltaje, a pesar de 
tener un filtro de selectividad muy conservado que permite 
discriminar Na+ por sobre K~, presentan diferentes escalas de 
conductancia. Se ha observado que al mutar las cargas 
E321(N) y E324(N), emplazadas en el vestíbulo intracelular de 
hSio, un canal de alta conductancia, ésta se reduce a la mitad . 
En cambio, en la doble mutante D261 N-E2640 del vestibulo 
extracelular de hSio no se observan cambios significativos en 
la conductancia (González-Nilo y cols., Biophysical Society 
Meeting, Long Beach, USA, 2005). Estas variaciones en la 
conductividad de las mutantes se han asociado con cambios 
en el potencial electrostático. También se postula que los 
diferentes valores de conductancia de los canales de W están 
determinados por la distribución de estos iones en ambos 
vestíbulos. Para comprobar la hipótesis anterior, se construyó 
un modelo por homología de hSio basado en la estructura 
cristalina de Kv1.2 (Long y cols Science 309; 897·903, 2005) y 
MthK. Usando Potencial Mean Force (PMF) se calculó el perfil 
de energía libre de un ion de K• en la posición 54 saliendo por 
el vestíbulo intracelular de hSio, de la doble mutante E321 N· 
E324N y del canal Kv1.2. Los resultados indican que en el 
canal hSio de alta conductancia hay una mayor afinidad en la 
posición 54 del vestibulo intracelular respecto a la doble 
mutante estudiada por Brelidze y cols. (PNAS 100; 90H-9022, 
2005) y al canal de baja conductancia Kv1.2 . 
Financiado por Fondecyt 1040254 . 

REGULACION POR HEMO DE UNA GLUTAMIL·tRNA 
SINTETASA EN Acldithiobaci/lus ferrooxidans. (A GluRS 
that is regulated by heme). De Armas M, Levicán G, Katz A, 
Orellana O. Programa de Biología Celular y Molecular, ICBM, 
Facultad de Medicina, Universidad de Chile 

La glutamil-tRNA sintetasa (GluRS) cataliza la formación 
de glutamil-tRNA (Giu-tRNA), que es sustrato común de la 
biosintesis de proteínas y de tetrapirroles (heme, clorofila y 
otros) por la vía CS. Esta última vía, comienza con la reducción 
del glutamato del Glu-tRNA a glutamato semialdehido por la 
glutamil-tRNA reductasa (GiuTR), que se considera la primera 
enzima de la formación de ácido 0-amino levulínico, el 
precursor universal de la biosíntesis de tetrapirroles . 

En Acidithiobacil/us ferrooxidans una bacteria acidófila 
que participa en la biolixiviación de minerales. los niveles 
intracelulares de heme, varían considerablemente 
dependiendo de las condiciones de cultivo. En condiciones en 
que se eleva la concentración intracelular de heme, se observa 
una disminución del contenido de GluTR y una inactivación 
reversible y específica de la actividad de la GluRS1, una de las 
dos GluRS de este microorganismo. La actividad de la GluAS1 
recombinante se inhibe por hemina, un análogo de heme y 
esta inhibición se revierte por NADPH. Esto resultados indican 
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que las funciones de la GluRS y la GluTR se regulan 
coordinadamente por el contenido de hemo y que en A 
ferrooxidans, la GluRS es la primera enzima en la biosíntesis 
de r.emo. 
Financiado por Fondecy1 (1 020087), Universidad de Chile y 
DAAD. 

ESTUDIOS DEL ESTADO DE OLIGOMERIZACION DE 
FICOBILIPROTEINAS POR HERRAMIENTAS BIQ. 
INFORMATICAS (Studies of the oligomerisation state of 
Phycobiliprotein by bioinformatics tools). Martinez-Oyanedel J, 
Sepúlveda J. Cabrera JR, Burgos F. Figueroa M, Bunster M. 
Laboratorio Biofísica Molecular. Departamento de Bioquímica y 
Biología Molecular. Facultad de Ciencias Biológicas, 
Universidad de Concepción 

Los ficobilisomas son complejos proteicos encargados de 
la captación y conducción de la luz en algas rojas y 
cianobacterias. En Gracilaria chilensis estos ficobilisomas 
están formados por: Ficoeritrina (PE), Ficocianina (PC) y 
Aloficocianina (APC), cuya unidad básica es un heterodímero 
(u~). Las secuencias y las estructuras terciarias de ambas 
subunidades en las tres proteínas son muy semejantes, como 
hemos demostrado al resolver las estructuras tridimensionales 
de Ficoeritrina y Ficocianina por difracción de rayos-X (1eyx, 
2bvB). La unidad funcional para Ficoeritrina y Ficocianina, en 
todas las estructuras cristalinas resueltas, corresponde a un 
hexámero del heterodímero. sin embargo Aloficocianina se 
presenta solo como un trfmero del heterodímero. 

En el presente estudio mediante herramientas 
bioinformáticas y análisis estructural se revisaron los residuos 
involucrados en las superficies de interacción en Ficocianina y 
Ficoeritrina, con el objeto de encontrar los patrones 
conservados en secuencia, potenciales electroestaticos y 
residuos vecinos. La comparación de los patrones de 
hexámeros y trímeros nos permitieron encontrar las diferencias 
que causarían la diferencia en el estado de oligomerización 
entre las ficobiliproteinas . 

Estas diferencias están siendo analizadas por estudios de 
docking molecular de mutantes, in silico, de PC para tratar de 
inducir la hexamerización de la Aloficocianina. 
Financiamiento Proyecto DIUC 205.037.002·1, DIUC 
205.037.004-1. 

ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES PARA 
PROTEINAS DE FOTOSISTEMAS EN PLANTAS DE 
Lycopersicon chilense EXPUESTAS A BAJAS 
TEMPERATURAS. (Expression analysis of genes encoding 
photosystems proteins in cold-stressed Lycopersicon chilense 
plants). Chilian RJ. Poblete F. González E. Instituto de Biología 
Vegetal y Biotecnología, Universidad de Talca. 

Cuando las plantas son expuestas al efecto combinado 
de bajas temperaturas y altas intensidades lumínicas se 
produce una sobreexcitación del aparato fotosintético que 
conduce a la producción y acumulación de radicales libres, 
generando estrés oxidativo. La disipación del exceso de 
energía en forma de calor (NPO) es uno de los más 
importantes mecanismos protectores frente a este tipo de 
estrés, participando activamente en este proceso proteínas de 
la superfamilia LHC. 

Para el estudio de los mecanismos genético-moleculares 
involucrados en la respuesta de NPQ se ha seleccionado 
como modelo a la planta nativa Lycopersicon chilense, tanto 
debido a que ella posee un alto grado de adaptación a 
diversos factores medioambientales que propician estrés 
oxidativo como a su cercanía filogenética con otras solanáceas 
cultivables lo que ofrece la posibilidad de desarrollar 
estrategias para la obtención de plantas tolerantes a estrés 
oxidativo. La expresión de genes de la superfamilia LHC ha 
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RIBOZIMAS DE HORQUILLA Y MARTILLO INACTIVAN EL 
mRNA DE LA DESHIDRDGENASA ALDEHÍDICA 
MITOCONDRIAL (ALDH2) DE RATA: HACIA UNA TERAPIA 
GÉNICA PARA EL ALCOHOLISMO (Hairpin and 
hammerhead ribozymes silence the mANA for rat mitochondrial 
aldehyde dehydrogenase (AlDH2) towards gene therapy for 
atcoholism) Lobos L1

·
2

, Muñoz C2
, Israel Y2

, Sapag A2
• 

1Programa de Magíster en Bioquímica, 2Laboratorio de 
Farmacoterapia Génica, Departamento de Quimica 
Farmacológica y Toxicológica, Facultad de Ciencias Quimicas 
y Farmacéuticas, Universidad de Chile. 

Un tratamiento farmacológico habitual para el alcoholismo 
es generar una aversión al consumo de alcohol con disulfiram. 
Este fármaco inactiva eficazmente la deshidrogenasa 
aldehidica mitocondrial (ALDH2), enzima que participa en el 
metabolismo del etanol, pero es muy tóxico. Una alternativa 
farmacológica es imitar el efecto del disutfiram inactivando el 
mANA de la ALDH2 con ribozimas, RNAs catalíticos pequeños 
capaces de disminuir la síntesis proteica por ocupación o 
degradación del mANA. 

Se ensayaron ribozimas de horquilla y martillo dirigidas 
hacia un mismo blanco del mANA de la ALDH2 en células de 
hepatoma de rata en cultivo. Se lipofectaron células H4-II-E-C3 
con plasmidios portadores de genes de ribozimas y se midió la 
actividad de la ALDH2 espectrofotométricamente en extractos 
celulares. Se usaron ribozimas control para determinar 
posibles efectos de antisentido. La ribozima de horquilla 
disminuyó en 42% (p00,005) la actividad de la ALDH2, siendo 
un 18% adjudicable a ·un efecto de antisentido. En cambio, la 
ribozima de martillo redujo en 20% la actividad de la ALDH2 
exclusivamente por acción de antisentido. 

Una ribozima de horquilla dirigida a los nucleótidos 1553 
a 1571 del mANA de la ALDH2 de rata es un buen candidato 
para experimentos in vivo enfocados hacia el desarrollo de un 
fármaco génico para el alcoholismo. 
Beca Universidad de Chile PG06504, Iniciativa Científica 
Milenio P99 031F, FONDECYT 1040555. 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DEL GEN 
CODIFICANTE DEL TRANSPORTADOR DE YODO DE LA 
TIROIDES DEL ROEDOR Aulyscomls bolivlensis DEL 
ALTIPLANO ANDINO. (lsolation and characterization of the 
coding gene for the iodide symporter of the Aulyscomis 
boliviensis Thyroid from the Andes highland) Arriagada A 1, 

Navarro C, Valdés C, Valenzuela M2
, Cabello G2, Malina A2

, 

Gompert 93
, Riedel C1

• 
1Universidad Andrés Bello, 

2Universidad de Tarapacá, 3University Collage London. 
El Na+/1- simporter (NIS) media el transporte activo de 

yoduro, primer paso en la biosíntesis de las hormonas 
tiroideas. Mamíferos que habitan ambientes pobres en yodo, 
como el altiplano de los Andes, desarrollan hipotiroidismo. Sin 
embargo, el roedor Aulisqomys boliviensis que es autóctono de 
esta zona no es hipotiroideo, a pesar de tener un 40% menos 
de yoduro en el plasma. Esto sugiere que el transporte de 
yoduro deberfa ser más eficiente en esta especie. El presente 
estudio pretende caracterizar el transportador de yoduro de 
este roedor e identificar modificaciones en la secuencia 
aminoacídica que expliquen su adaptación a un ambiente 
pobre en yodo. Fracciones de membrana de la glándula 
tiroides de A. boliviensis y del ratón de laboratorio fueron 
analizadas por Western blot. En A boliviensis el anticuerpo 
anti·NIS detectó un polipéptido de -65 kDa y en el ratón se 
detectó un polipéptido de -100 kOa. El análisis de la 
secuenciación parcial del cONA del roedor mostró un 88% y 
un 92% de identidad respecto al NIS de ratón en la secuencia 
nucleotídica y aminoacfdica respectivamente. Los tres sitios 
de glicosilación se encuentran conservados en NIS de A. 
boliviensis y en el COOH . terminal de NIS se observaron 
cambios en algunos residuos de treoninas por alaninas . 
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Nuestros resultados muestran que la diferencia en el peso 
molecular aparente de NIS de A. bolivlensis no se debe a su 
secuencia aminoacidica. Esta diferencia puede deberse al 
distinto grado de glicosilación de la molécula Las diferencias 
aminoacídicas encontradas yto el grado de glicosilación 
podrían conferir a NIS mayor eficiencia para transportar yoduro 
y de esta manera permitirle a este roedor una mejor 
adaptación para vivir en un ambiente escaso en yodo . 
Proyecto lntemo UNAB DI-01-05/R 

EL HONGO Penlcl/llum purpurogenum SECRETA TRES 
ISOENZIMAS DE ARABINOFURANOSIDASA. (The fungus 
Peniclllium purpurogenum secretes three arabinoturanosidase 
isoenzymes). Ravanal C\ Fritz M1

, de loannes p2, Carvallo M2
, 

Braet C2
·
3

, Navarrete M1
, Prades M1

, Eyzaguirre i,2
• 

1Laboratorio de Bioquímica, Departamento Ciencias 
Biológicas, Universidad Andrés Bello, Santiago. 2Laboratorio 
de Bioquímica, Pontificia Universidad Católica de Chile, 
Santiago. 3Department of Biochemistry, National University of 
lreland, Galway, Irlanda. 

El hongo Penicillium purpurogenum al crecer 
separadamente en diversas fuentes de carbono (xilano de 
avena, caseta de remolacha y coronta de maíz) secreta al 
medio de cultivo tres arbinofuranosidasas (ABF 1, 2 y 3), que 
presentan actividad frente a los sustratos artificiales p-nitrofeni\ 
u-L arabinofuranósido (pNPAra) y metil umbeliferil u·L 
arabinofuranósido. Al comparar la producción de ABF total por 
el hongo en las fuentes de carbono indicadas se observó que 
el mejor inductor es la caseta de remolacha. Las tres 
isoenzimas fueron purificadas a homogeneidad y 
caracterizadas. Los pesos moleculares de las ABFs, 
determinados por SDS-PAGE, son 58 KDa, 70 KDa y 47,5 
KDa, respectivamente. Su punto isoeléctrico, estimado por 
isoelectroenfoque, es de 6,5, 5,1 y 5,8. La determinación de 
estructura cuaternaria sugiere que las 3 ABFs son 
monoméricas. Los parámetros cinéticos frente a pNPAra 
muestran que la KM para la ABF 2 es de 98,6 J.IM, mientras 
que las KM para ABF1 y 3 son más altas (1,23 mM y 0,65 mM 
respectivamente). Las temperaturas óptimas para las ABFs 1, 
2 y 3 son de 50, 60 y 50 9C. El análisis de la estabilidad 
térmica mostró que la ABF 2 es la enzima más estable de las 
tres, manteniendo un 50 % de su actividad por 4 horas a 50 
9C. Las ABFs 2 y 3 actúan sobre sustratos naturales como el 
arabinano de remolacha y el arabinoxilano, liberando en 
ambos casos arabinosa, lo que se aprecia por cromatografía 
en capa fina, y se cuantifica por un método enzimático. La ABF 
2 puede actuar sobre arabinano desrramificado, no así la ABF 
3, indicando que la ABF 3 sólo tiene actividad exo­
arabinofuranosidasica. La secuencia aminoacídica de las ABF 
1 y 2 muestra que se trata de proteínas producidas por genes 
diferentes . 
Fuentes de financiamiento: FONDECYT, Universidad Andrés 
Bello y DIPUC . 

ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL 
DURANTE LA ACLIMATACIÓN A ESTRÉS SALINO EN 
Lycopersicon chilense. (Analysis of differential gen 
expression during salt stress aclimatation in Lycopersicon 
chilense). Taeia G, Yañez M, Ruiz-Lara S. Instituto de Biología 
Vegetal y Biotecnología, Universidad de Talca . 

Los efectos de la salinidad en las plantas, junto con los 
mecanismos de tolerancia que presentan algunos vegetales, 
han sido aspectos ampliamente estudiados, especialmente en 
especies halófilas. Sin embargo, dadas las características 
particulares de este tipo de plantas, aún existen muchas 
interrogantes por resolver. En este sentido las plantas glicófitas 
que muestran ciertos niveles de tolerancia a estrés salino 
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m,•wJnlt11:,!Í:t RACE fu•· ''l't<'nid:l ,·,unplt: t:t melltc l:t ,,,·u,•ttda 
,.,,,lifkantc ,].: UI Hl do: 1<•> ~~·~~·s aisladns. l.a '$.:.:u~u.:in 
:mttll<>adt! íra t'oJ.lifit:ada l'•'f ,·~ta protdrw pn.:~.:nhí ,;ímilittr.l a 
pnudn:ts dd tipu ,k la:: GtW dis ,:o•d:tt i<ln iuhihít<'r •.GDI) de 
'*"" c~pc.:ic:s uc pl:tnta~. Para ,t..:to:rminar d .:ur~<' d..: la 
intltrú' Í<in de la <!xpr,•;i.ln <kl ~··tt t>aj11 condící••ncs <k ~.:quí:J . 
6 tr.:s l'aliJHl y ••·mp,•raurr:l> b:tj:ts. híbríoladnllcs ~urtlwr tl 
fu.:wn r..:al izaú:•s ut iliJ:md,l una ~·ln.la <'>pt:.:ífi.:a 
l"•>rr.:,;¡lt.>mli~nt.: :1 la r,·~ í,>n .~ · UTR cid :;.:n l.ciJCOII. Los 
r.:~uha.J¡>~ mu~traron qu.: .:n las tr.·s ~·,,nJki<llll'S de o.:,tr..'' 
;t\lio>tk n. ,·1 );<'11 LdrGOif .::: :tctiv:alo trans.:ríp,·i••nalm.:rll.:. 
S in cmhar~o . ~e <kt.:.:tó un:t inJul."l· i<in tc111pr:ma p:tra 
tclll¡>l'f:Jiur;ts bajas y :J..:u mtll:t.:i,ín del tdn~•.Tito .:n el ti.:mp<l 
.·n .:-onúkioncs de sequía y .:m.:s salino. t\dil:ionalnw•ll.:. se 
c•·:tluó la respu.:,:t:t tran.<t:rip .. ·i,,,,al dd gen :t difcr.:ntc·s sdial6 
']uimi.:as. L,·IJGDII c~ ~·'l'r~,;,do difcrcnt:i:tlml'nt..: h:tjo la 
:tcl'ión d.: ABA y ctikno . 
FI~ASCIA~IIENTO 
F<JnJo tl~ lnnova.:íún .-\~r:.ria 1FIA) 
Centro tk ltl\'Cstig:tci6n-.:n Bintccnología Silvoagrícob 

"CI.O~ACIÓS \' SECL'E~CL\CIÓ:'-1 DF. U;<.; CES '1'11'0 
~1;\0S-HOX E~ \'IDES (\'itis ,.¡,;¡rra)" (Cloning :~nd 
s.:qu.:ncing of ::1 i\1:\DS-bo\ ~~ne in Grap.: (\'i1is t'ittifa•m)) 
Fedcrid, F.; Medína. C.: Arcc-Jonhson. P. Laboratorio de 
Bioqui rn ica. DepartJm<n ro .1.: Genét ica r-tok.:ubr y 
!\ticrobiologia. Ponti lida l:nivcrsidaJ Catulica d~ Chík. 

Los genes homcóticos tipo ·· ;o.I,\DS box gen.:"' r.:pr.:scntan 
una [!t':lll fa mil il de factores d~ tran~cri¡>.:ión .:on fuflcioncs 
c~cncia lc> durame 1.'1 proc;c~o de difcrcflt:ia.:ión y dc~arml lo 
en las p i:Jn tas . El an:í!i, is tic los mut:ul\cs de genes 
homelnict•s ha ll.:,·ado a po~tular el modelo t\13( . qu.: 
ex(llic:tría cómo la función combina.la d.: tr.:s clas.:s de 
gcnt:~: A . !l. y C; dctcrminart la iJt:tHidad de los cuatro 
vcrticilos de órgano~ Clnr~lcs . En Arabido¡>sis. h;.y dos 
genes clase A (:11'/. AJ'(;TAI.A 1 y t\1'2. Al'ETALII 2). d1>'i 
dt: da~c ll (1'/. J' ISTILUdA y A/'3. AI'E1i1f.i\ .1). y un solo 
gen pcrlctu:cicntc a la dasc C (AG. A CA:\-IOUS). Nosotro~ 
hcmo~ clonado un J!en tipo MADS·bo~ en vides (l'iti•· 
l'inifua var. Cabcrnc:l ~auvignon) homólogo ;¡ 

PISTILLJ\TA (VI'I'J; Viti.f l'illij~ra PISTILLATM. Vl'l'l. :ti 
i¡;ual que el reste> de los genes de la familia d.: los MADS· 
box, t:unticne los cuatro tlominins tfvicns !le los gene~ 
MADS: el tlominil> t.k la caja Mt\DS. el dominio 
'"lntcrvenin¡;". d dominio uc la caja K (Kcratin-líke) y el 
dominio C-t•·rmin<~l. 
El ~·•tudi t> de c~t..: gen Jl<>t!ría cutllribuir :ti conocimiento de 
la fisíolngía de la nor:u:iflll en la vid y. por tanto, al 
mcjoramicnt<l de la pruduclivítl:t.l Jc cs1a csp..:t:i.:. 
Al:r:tdt:cimicntos: Proyecto Fun.l.:f G02S 100 1 . 

..... ,. 
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ESTUDIOS FISIOLÓGICOS Y MOLECULARES 
IMPLICADOS EN LA TOLERANCIA AL ESTRÉS POR 

SEQUÍA EN DOS ESPECIES DE Lycopersicon . 
José lgroc:io LoyoJa•, hin Ahumad.> Díu• y Simón Ruiz tan•• . 

• Centro de lnvc:Siigacionell en Biotccrlología Silvo ·Agrícola, Uni\'cnidad de Talc:a 
••t..ab. Biología Celular y GCIIélic:a; Instituto de Biología Vegetal y Biole.:nologia, Uni\'crsidad de TaJea • 

IN'TllODUCCIÓl'4 

La S(qi:Ía cciJQpoode a Wll «>>ldi<ión <limáli<a que se cara<laiza por Wll disrninuo;;m "" las ¡ncipiü<iooc>, =1<in¡¡igulo l:a disllibuciOn, produ<lívidad 
y mrimiemo de111.111e10S8S especies vqtta1es . La lilta en la disponibilidad de '1111"' jmto oon el .-.o de lu:t gmtJOn 1m almti>'JO exoesivo de especies reotúva> de 
oxigeno (EllO) desde los sUW\:lü f~co., lhnstimn01.W.. en loo p<incjpoles t~les do la pcroxid6ción de tipidoo. coo el _,..,.. daño en las 
noertiJranas celulares. Diversas especie$ ve¡ela)es han desarrollado mecanismos lisiológi<os y rnokculare> que les pamilen 10iem e'llf estm oxída1i>'O galillado pot 
la ~W.. Se <OOO<eo que c:spocie:s h:obit:lllt"" de regiones con veranos muy secos y oon alt:>s Oemper.thlr"" oon ~ de pro<b:ir aloos niveles de com)IU<Sios 
iso.,..,.,ides, pat1ÍtUIOtm«ttc. a- tooofaol, P-<aroteno y la homtona AB/1. L.o> OO. prim<ros son po1cntea a¡<n1cs orrtioxidantos y la equnda uta imp~eada on 
limcic= fisiológicos tales C()!ll(): el ciern de estomas y en la acti11ación de mmem50S genes relacionados""' latolemncio a e$1l~ tanto abiótico como biótico. Sin 
embOigo, no .. -lo regnlacilm JIÍ a Ílll<¡n<'ibn de la ""Pteoibn de "".11 ..... q1IC ccóif¡elll P*fl ==-c:leve- de ..., vi• m&b61i ... - • "" .. tr!s como la 
sequía . 

E'n el pKSellle lnllejo, se evelúa la <Xpcesi6n de gcllC$ de b ,;. met&bólieo de los~ íscplcnoides en dos espe<ies de L)'<<>JH'R«~'~ ( l. clrilmtt 
que bobila en el dc$íci1o d= Abao.ma y L. uadmtlwn uno especie c:u!tivada). E.slm pes estin siendo e>11luados en su exp«Sióo lmlo "' plonla.s c:ootroles CGIDO 
~por~ y, oom:laciONdo es1a ~n cm los niveles de producción de.......,. metabólitosde esa vio . 

!rM.'<I.._::'o l\ 
¡HM C;r. 

•.(.,.-,. ... ,.,.,,.,, 
¡ 

.. ~ftt•P ffi ~ ... ~ · :,": 
•:rt¡ 

~---~ ::·~~-~ .... -: ... , ..... ,» .... 

~.~~T~::~: . 

~l.S.c-.,n.~~pnll..--~,.. ..... ... 
dltlt"-41tloliqe•..,._, ....... ,..,. . ...:a~ ....... ...-a. .... .... 
~-pODe,-----. lA --.di .......... ~ ...... ...... 
~n a.-•~•-..- .. .-...... ~-,.....-o•• 
**"dtU.IId:1111be,..._~ooao....,._ 

. ... , ...... 
t(lt . . . . . ...... . . ......... . ... ..... ... ....... . . .. . ........ ......... , .. .. .. 

~ .. .. 

. . 
" • ..... ,_ ,.L ::-.. ··-. 
• 

'----------------'··· 
f 

f"'-i1111i-: Ccrtro <k lnmt~ en Biocccoolo¡p'aSílw . Aul<olo. UIMnidod de 'Na 
~·~-atBi-losi&.DL\T-tli'Al.CA.FIA:Bi .. .OI·A-065 

f\¡.)Ditllfeod••t....-rro)'allwn•to..tom.,.._.. 
• ....... ,.~,.L.d!Siftlt. 
St~ .. ~tllll!:nl*lpredopot-*illd.~ (40X) 

pwiDdo ... tíellh,.,. ...,....ceitu.r~·~jilli ;{q._ 

L ......_ lJ di 3.6• •l7 
Lcllólnur r• .. Uo•29 

,..,~--.......,..~..-.al .......... ,~ 
•l'llllldle41-*'F«~ t.t ......... --.dli!ldlr~···9-· ...... 
~ce.,...lq¡i6:1at!CIO~..-...St.-..po~_....ac...t•a••.t.• 
P-'*-'~~~~-.4oW•UL,..dnndll.b1•ro..:.,_.c.-. 

Conclwiooes. 

L.o.rulenlwn y L. <hilmn present>n difecencia3 ~e ~Uta~<& en cuanto al 
nim:ro y llnl>ilo de loo csum .. de !&> hojas. quoe si bien sen espcnda5 
pon esw especies o:on difmnte Mbibl, son porte Íll1pOltaRe a coJl<iderar 
en un sislana intqr8do • OCIOS ~ mokaalateo que pamitan 
~ IOiermeia. "'oequia. 

Los niveles de lo honn.- ABA, &()11 ~ a los nii'Oioa de phctida 
de ....., clesde 1u bajas (RWC), bccbo ~ .. l<pOI1ado "' Clttll> especies 
cuando son sometidos • este tipo de cslres y que time diredll relación con 
la tolmncia de b planu . 

El dctmnirw el rolde ••t<Jt~cnla tolcnncia de este tipo de esttés, 
permitirán elaboJW C"Stnatcgias bkltc:a~olósica.s m el mejorumir:nlo de 
cultivos de importancia ecoOOmic:a. 
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ESTUDIOS FISIOLÓGICOS Y MOLECULARES IMPLICADOS EN LA TOLERANCIA 
AL ESTRÉS POR SEQUÍA EN DOS ESPECIES DE LYCOPERSICON 

Lo yola José Ignacio, Ahumada Díaz lván, Ruiz Lara Simón. Lab. Biología Celular y Genética; 
Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología. Universidad de TaJea 

La sequía corresponde a una condición climática que se caracteriza por la disminución en las preci­
pitaciones de agua lluvia, esta condición tiene un efecto de deshidratación en las plantas, restrin­
giendo su crecimiento, productividad y distribución. La falta de disponibilidad de agua, así como el 
exceso de luz, generan un aumento en las especies reaclivas de oxígeno (ERO) en los plastidios, 
siendo responsables de serios daños en las membranas celulares. Diversas especies son capaces de 
responder a través de mecanismos fisiológicos y genético moleculares a condiciones de estrés 
oxidatívo provocados por la ausencia de agua . 

Se evalúa en dos especies de Lycopersicon, L chilense una especie de tomate silvestre, que habita 
en el desierto de Atacama y L. esculentum, especie de tomate cultivado, la expresión de genes de la 
vía metabólica de síntesis de compuestos isoprenoides y se correlacionan, con los niveles de 
producción de algu nos metabolitos de esta vía, en condiciones de riego nonnal y bajo sequía. 

El determinar el rol de estos genes en la tolerancia de este tipo de estrés, pennitirán elaborar estra­
tegias biotecnológicas en el mejoramiento de cultivos de importancia económica. 

Financiamiento: Centro de Investigaciones en Biotecnología Silvoagrícola, DIAT- UTALCA. 
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IDENTIFICACIÓN DE GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE DURANTE 
ESTRÉS SALINO EN LA ESPECIE LYCOPERS/CON CHJLENSE 

Tapia Gerardo, Yáñez 1\·lónica, Ruiz-Lara Simón . 
Instituto de Biología Vegetal y BioCecnología, Unh•ersidad de Talca, Talca, Chile 

La salinidad de los suelos es un problema que afecta seriamente la productividad de cultivos agríco­
las en nuestro país y en todo en mundo. Esto es provocado por el uso de técnicas de irrigación 
inadecuadas y la indiscriminada utilización de fenílizantes. 

Lycopersicon chilense es una especie silvestre de tomate endémica de Chile, y su distribución natu­
ral va desde la primera a la tercera región de nuestro país, desde Jos 100-3000 m de altitud. En su 
h.:lbitat natural Lycopcrsico11 d1ilen.\·e se encuentra sometida a multiples tipos de estrés. tanto bil)ti<.:os 
como abióticos. 

Nuestro trabajo ha estado dirigido al aislamiento e identificación de genes expresados diferencial-
. m~ntl! durante estrés salino en la especie Lycopersico11 chilense mediante la técnica dcJ diffcrcmial 

di!'play e hibridac ión substractiva. Utilizando estas técn icas se han obtenido una serie de genes, 
entre ellos genes codificantes para una proteína relacionada con patogénesis (PR 1 0). una proteína 
de transferencia de lípidos (LTP). una tioredoxina y una subunidad de ATPasa cloroplástica. Para 
corrobomr la expresión diferencial de estos genes se han realizado ensayos de hibridación Nonhem 
blot a distintos periodos de tiempo Je estrés. Las secuencias señales relacionadas con la expresión 
diferencial de estos genes. así como el rol que cumplen éstos desde el punto de \'ista funcional se 
encuentran bajo estudio. 

Financiamiento: Ccmro Jc inn·stigaci<ín en biotccnología si h·oagrícola. Programa de invcstiga­
ci6n 1.'11 Biotccnolo!!ía. DIAT-UTALC-\ FIA BIOT-01 -A-065. . ~ 
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~·~------------------• Genética 

• e BANCO DE GENES 

• • • • • • • • 

Saldo a favor 
Saris/eclws con los resulrados obTenidos hasw el momenTo están los cienr(/icos de la 

Unh·ersidad de Talca inrolucrados en el proyecTo que busca generur un banco ele genes 
de roleruncia a esTrés abiórico. Yo han aislado parle impor!ante del11w1erial genérico 

colllpron¡efido para es!il e!apa . 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

L 
ycopasin111 chilt'nse no r:s una plan­
tad~ tomate l'lHmín. A pesar U~ b 
t:~caso. de ~\gua. el ~udo salino y 
las hajas tempe-ratura~ que Jehe en­

frentar en su h:íhit;JI a tres milnh:-tros Jc al-
wra r:á d Desierto de r\tacama. csw. cspc.?cie 
Jwti,·a snhrr:Yin~ sin ma)\)l"l'S S()brcsaltos gra-
L'ias a sucap;u:iJad para tokrar cnndicit)nr:s 
ahióticas extremas . 

··Es una pbnta que c~t~í sorne tiJa J estrés 
L'll forma natural y no ha Jc..-~JITOII:Ido ningu-
na r:strw.:tura <.Ulatúmic:l ~.-·spt'L'ia\ para tolc­
r;¡r ótas Juras condil.:ion~s. Si uno la com­
p:tr;I ~..·onütra planta J~ tülll:tl~. no pos~c di­
ferencias morfnl6gicas \'isibks que permi­
tan p~n~ar qul: ellas son responsables de ~u 
tolaancia. lo cual sugiere que estJ pkmta 
cu~ma con llh!t.·nnismos li~iol<'lgicos di!\tin-
tos y c-n !üs cu;dcs pc:d:-:':::1 ~s:ar in·;o]ucraJos 
gcn~s ~spcdlicos d~ esta cspct.·ic"". comenta 
~..·1 doctor Simr)n Ruiz. Íll\'t:Stig~Idl1I"dcl Insti­
tuto de Hiología \'cgetal y Biotccnología de 
la UniY~~rsid~¡J de T.:tlc~. y director del pro­
y~~..·to qu~ utiliza a C!\ta pbnta como moJe lo 
d~ cstudio. cuyo ohjcti,·o es gen~rar un ban­
co d~ gL'ncs quc permita posterh1rnK·ntc ~l 
mejoramiento Je los cultiYos tradicionales 
~..·hiknns mt.·Jiante métodos de la 
hint~..·cnología n·getal (publicado en 
Bioplanct :'\0 16). 

Los científicos intentan 
descubrir cuáles son los 

genes que se inducen o se • • repnmen en respuesta a 
• 1" . 1 ' e cmu ICIOI!eS G e estres 
e hídricu, salino y por bajas 

• • 
temperaturas . 

El proyecto. que comenzó en enero de 
e~tc año y tiene como f('cha de término el 

• lll'!!S de octubre de 2005. se denomina "Gc­
ncr::tción de un banco tic genes de tolerancia 

• a estrés abi6tico -ohtcnitlos de plantas n~lti-

• • Bioplanct 28 

• 

El doctor Simún Rui~ C'Xplica c¡ue la 
LycopasicOII chilcnse ('.\"una elmHa lfiW 

t'.'illÍ .\"011/('/icla a estrés ('nforma JWlltnd _r 
no ha desdrrol/mlo ninguna eslntcltlm 

wwtrimi<·a espedalpora tolow· eslct.\' 

duras co11dicimu·s. 

\'as- utiliz~•blcs en pmgramas de m~?jor~rnicn­
to genético \'Í~I transgcnosis d~ \'a:-il'tlaJes 
culth·ahlcs··. e~ tinanciado por la Fundación 
para la lnnO\·ación Agraria (FIA) y la Uni­
,·crsiJad J~ Taka. y cuenta t.·on Bi0planl't 
como agcnt~ ~¡sociado . 

Los cil·ntílicos intc.:-nt~lll Jescubrir cuülcs 
son los genes que se inducen o se reprimen 
en respuesta a contlicionc.:-s de c~trés hídri~..·o. 
salino y por h;,¡jas tL'm¡X'raturas. Seglín Jo pro­
gr:unado ~¡J inicio del proycxto. cn la ~.·tapa 
que finaliza L"ll di~..·icmbrc: de c~tc ai"io dcbí:m 
generarse las librerías de.:- cxprcsi(Íil y h;11.:a 
las su~tr<K'cioncs corresponJicntcs para po­
der <Iislar genes difcrcncialllll'ntc cxpr~..·saJns 
en conJil-ioncs de estrés y en L"omliciorlL'S 
normales. 

"H<.1bÍ<lmos comprometido un nlrmcro 
importante Je cDNAs espcdli1.·os para c;.Ida 
una l.le las cotH.Iil"iones de estrés e:-.tudiaJas y 
hasta la fecha hemos superado la cantidad 
establecida p~1ra el eStrés hídrico, estrés sali­
no y el estrés por bajas h.:mpcraturas c:sta­
mos muy cerca Jc lo compromctiJo. Los 

L"D;-.¡As aislados harí sido obtenidos med 
te dos tipos Je técnicas: Hibridal 
sub~tr~K"ti\·a m~di:mtc la técnic:.t de 1 
Sdú·l.quc: ~s de un pron.·dimicnto ha:-~t 
delicado. pero muy cfcctinl: y DilTcr~ 
Displ:ly. método bastante l."OJiol'ido y dr 
rutinario en muchos bhor;Itlll"ios.que rcq 
re t.k adecuados conti:Oles r~lra ('\"itar al 11 
mo los f;llsos positi\"ll:-o". 1..'.\plica el in' 
g:tdor. 

La recokL'L·ión de las pbntas lllilir; 
en el c~tudio se rt'alizü en la Primera Rq: 
tanto en el \·a\ le di? Lluta L'll!JHl en una 1 

llamada Cactus C:ullk·lahros. In quC" di~ 
gar a una imponar11C' ohsen·;ll."il'lll. Dl' at· 
do a la rlasiflcaci(ln htlt;íniGI la;-; plant;¡· 
cogidas en ambos lug;1res son l.ycop,·n. 
<·hih,nse, sin embargo. luego Je expcrin 
tar con ellas se dcscubri6 que I;I .",·;,¡ric,:(· 
Lluta, que habita hast:J mil doscientos 
tros lk altura. es muL'Iw m:ís tolaant 
t.·~trés salino que las phu11as t.·uyo h;ihit:lt 
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a tres mil metros tk altura. Por otro lado. 
c~ta última población lk pl;~ma~ ~-, mud111 
m:ís tnkrantc :11 estrés híllril't) )' <k oaj;t~ 
temperaturas (jlll' la "vari.:d:llr Unta. 

"Si hicn c~ta~ plant:ts son 
llltlrfohígi~·;unt.>m.: muy rar~·ci<h~. -:; prvha· 
hk que ~~an t.><:otipns di.-;tinhb. Sineml'l:tr· 
gn. para asL·~ur;tr e Sin es pn:cisn rcali1.ar .:a· 
ra.:k·rit.:l!.:ion.:s de sus r.:spcl't inlS p.-rfik, 
g.:nl~ t ico' .: idcntifíctr m;tr,·a J t, r.:' 
llllllcnJ!arcs cspcdtlco~. Oc :-.er ratifiL';tJ:;, 
l¡¡s oh.~.:rvacitlnes ft . .;iológicas cun lns rt:Sul· 
lados gcnétil:os. podrí:tniO~ .:star L'll prcscn· 
e k• d.: un proccs1l de gcncr;Kiún dc dos 
suhespcc ics dcntm de la l.yco¡><'nicon 
dJifC'II.H'. Por otra parto:. llanu l:t atcn.:i1Íll la 
Ynriabil idad exisk'ntc. ya que incluso h:ty 
grandes dift:renl'Í;t:\ dentro de las mbmas ro· 
blaciones. Por ej.:mplo. tenemos plantas de 
la "variedad" Lluta quc tol.:mn concentra· 
ciones salin::ts considerablemente m:ís a ltas 
que otras de la misma población", detalla el 
dir<!cror del proyecto. Basados en estos re­
sultados han decidido uriliz.1r a la «\':trie­
dad .. Ll ura como fue nte de los genes 
difcrcncialmcn1e expresados en respuest~t a 
csrr¿s salino y la "\'ariedad" Candc:labro para 
aislar los genes involucrados en la toleran· 
cía al estr¿s hídrico y a bajas rcmpcraruras. 

El proyecto 110 sólo 
permitiría la generación 
del banco de genes, sino 
un mejoramiento de fa 
tecflofogía para poder 

el'aluar la naturaleza de 
los productos importados 

por Chile. 

El equipo de i•we:-tigación está ínte~ra­
do por diez person::ts que rrab:tjan a tiemp~' 
completo y que se d i,iden en tres grupos. 
El dot·tor En r ique Gonzálcz. es el 
subcoordinador d.: este prorec1o y dirige e l 
equipo que trabaj:J en e l aislamiento y ca· 
rac1erización de Jos genes de tolerancia " 
bajas temperaturas: el doctor lván Ahuma· 
da dirige 1:~ parte de esm!s hidrico: mientras 
el doctor Simón Ruiz lidcra el trabajo de 
estrés salino. tarea que comparrc con In di­
rección del proyecto. 

Apuesta genética 
Según el doctor Ruiz la Lycopersicon 

.. •' .. ' .. ... ·~·~:.~::-.. :-

Genética 

c/¡ift'II.H' e~ Ulla 

planta glit:Mi ta 
e lJtll! no presenta 
t·aract.:rístic:ts es· 
tructurales que le 
pcrmiwn resistir al­
tas concentraciones 
salinas). Sin em­

El docwr E11riqt1t' Gon:tile::. dirig<' 1'1 equipo r¡m• trahaj(l en genes de 
toll'rancia a bajaJ ltlllf'<'rcrtums: mh·ntm.•· d tluctor Simrí11 R11i: 
lit/e m el trah(ljc> (/e estrés .wlino. 

bargo.el aho niv.:l de: tokr~111CÍ:t exhibido por 
~·~ta csp.!l"ie. similar ni de las pi unta~ halófila~ 
(resistentes" l o~ ambientes slinos). :>ugiere 
que posee mecanismos fisiológicos particu· 
lares que son dc:terminados genéticamente . 
Basado en esta cons iderat'ión. ap:m:cc como 
m;is fac tible que )()~ gt!ncs in,·o lucrados en 
l:trc:.put!st:• n esrr~s que se aíslen de esta plan­
la. pttL'dan ser t ran.,fer idos a plantas 
h,•t.:rólogas (papa. l!llllall'. etc.) confiri.!nd0 · 
k..; similan:s cara..:tcrísricas de tokranci:t a 
altas concentral· ionc.-; salinas . 

Lo anteritlr gantntiza d cumplimiento de 
uno de lo~ desafíos de este proyecro que e.'i 
po . .;ihilitar l:1 n:Hlización de progr:unas de me· 
j oramit'nro g~n..:t ico de ,·ariedadcs cui!Íva­
bk~. medi:mre el uso de la transg¿nesis. téc· 
nica biotecnológiL'a que el doctor Ruiz con· 
sidera ndecuada pant mejorar camcterísticas 
puntuales en una l';l riedad de cuhi1·o que ya 
h:t s idn ampli:mh.' n t.: rncjMada 
gcnétil·aml'nt.: pur la ~ t.~..:n icas de cru:r~uuien­
to tradic-ional. S~gún expli..:a. ~St;l tiltima me­
todoJIO~ Í:t no..-~ :tpropi:td:t para los propósi­
"'' d.· este proye~'l\l. JX'r cuanto t:l la inmlut·ra 
la r.:~·omhin:1ción de un cran mimcro de \!<=ncl': 
quc podrían ir en detrin;cnlll dl'la calid;d dd 
produl'il) ya m ... jorado. Sin embargo. "en los 
ca~os en qu.: la m:mil\:stadón de una carac­
lcrística fenotípica es fnuo de la acción de 
mú hiples genes. la estrategia má~ ud~cu:.dn 
S01t los métodos d.: mcjoramiemo h;lsados en 
los cruznmientos. y;t tJ Ul' la tmn~g ... nia hasta 
la fecha p.:rmitc sólo la transferencia de un 
mí mero limitado d..: genes". afi rm:t. 

Aunque en este momento no se podrían 

culti1·ar 1\l:tsiv;unente en Chik las semillas 
dcri1·adas de esta tecnología . el investigador 
comcntn que "no podemos asegurar qu~ la 
p0lítica de no lk\':tr pl :mt:~s transgénicas a 
campo se mantenga a lo largo del tiempo, ya 
que otro~ p:tfses ,·ecinos como Argentina y 
Br:tsil. efectúan esta práctica desde h:tce años. 
dejando a Chik en un:~ situación des"entajo­
sa. Aún ~·uando nth!stro país mantuviera .su 
<tclllal política. d~ alguna manera ,·amos a 11!· 
na que c,·aJuar la natuntk7.a tran~génica dt: 
1\'S productos que i mponnmo~. En ese sentí· 
do est~ proye~·to no sólo permitiría la genera· 
ción dd b:tn~·o <k gcn~s ya menc ionado. sino 
un m<:jtlramil!nto de In tecnología para poder 
dcS:l lTull:tr ta les craluacioncs". Por otra par­
h: -finaliza Sím6n Ruil.· disponer d~ estos 
gcn~s capaccs dc otorgar res istencia a los dis­
tintos tipos de cstre~ aquí estudiado~ . podría 
~er <k imer~~ comerdal para muchas d.: las 
~·mpn:s:t~ billtccno ll'ogk;t~ int.:rn:tcionalcs. 

El d ire.:tor d<!l proyecto se muestra ~ali:;­
f<'l.'ho con los resultados obtenidos en esta 
t't:tpa. Seitala que. ta l como espcr~tban. /;t plnn· 
ta ha demostrad!) s~r bólstall ll' tokranll' al 
csrr~~ abiótico y el proyecto se h:t dcsarroll;~­

du de ncut!rdo n l:t planilica~·ión original. 
Bioplanet continm~r;i informando acerc:a de 
lo~ a\·ances y d.:safios de esta importante in· 
,.~~tigación bi01c.:nológica. 

Contacto · . . · ~ ~. ~ ~ 
. ... .. . .... -~-.; . . (U 

. ................... "'" . 
Simón Ruiz ;\:.- , . ·'r.•)<f ..... ,~ "'"~ sruiz@pe!l~che~üia?cJi.cl'"e, ' .. ~ .. . .. 
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PATRICIO VUASC.O, DIRKTOR DE FONDECYT 

"Hemos crecido 
significativamente" 

Los desafíos para Fondecyt siempre están pre­
sentes, pues debe satisfacer las demandas de toda 
la base de investigadores nacionales. que consi­
deran a esta entidad el pilar fundamental del siste ­
ma científico nacional. La tarea de Patrici o Velasco 
es optimizar los recursos para que alcancen para 
mas proyectos. y en pos de ese objetivo se ha lan­
zado a modernizar la gestión del fondo . 

Potenciando la tolerancia 
a la salinidad en Plantas 

A través de una investigación realizada 
por el laboratorio de Biología Celular y 
Genética de la Universidad de Talca, enea · 
bezado por el doctor Simón Ruiz, se han 
lanzado a la identificación de los mecanis· 
mos que permiten a las plantas resistir al­
tos grados de salinidad y a tratar de trans· 
ferir esas propiedades a diferentes cultivos. 

,; 
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CENTRO DE ESTUDIOS AVANZADOS EN ECOLOGIA 

Promotores de la generosa 
Biodlversidad NadonaJ 

Con una amplia gama de áreas de estudios. casi 
tan variada como la biodiversidad nacional. el Cen· 
tro de Estudios Avanzados en Ecología e Investiga­
ción en Biodiversidad se plantea la investigación 
de los ecosistemas naturales desde la nora andina 
del desierto de Atacama hasta los indómitos bos­
ques nativos en el sur, pero su afán científico no 
acaba allí, también es uno de sus propósitos man­
tener un estrecho vínculo con la sociédad. 

• • : . .. : ~ ! 
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INGENI 

Potenciando la tolerancia 
a la salinidad en Plantas 

A través de una investigación realizada por el laboratorio de Biología Celular y Gen~tica de la 
Universidad de Talca, encabezado por el doctor Simón Ruiz, se han lanzado a la identificación de los 
mecanismos que permiten a las plantas resistí r altos grados de sa li ni dad y a tratar de transferir esas 

propiedades a diferentes cultivos. 

pm~ imad:11ne nt..: el ·20~;. d.: la 
~upl!rlidl! t.:rrc~t r<' ut i li~ada para d 
culri,·o en .:1 nlllnun ~e ..:n.: lh!ntra 
aie~o:t:~do p\\r nivd..:~ ú..: -'al ini-bd que 

ran la toleran~·i :l de las c sp<x i l' ~ de 
· vo~ tradi.:ion:tlc:s. E~h: r<•r~·I!JII:tjl! ,·a en 

·'""'",.""' 3 una tasa dd O,St:;. anual. tk l">idtl 

En la línea de investigación 
dirigida a la identificación de 

nAr'lloC! de expresión diferencial 
ante el estrés salino, se han 

identificado una serie de 
genes cuyos productos 

actúan de forma directa o 
indirecta en respuesta a los 

efectos de la sal. 

··: Én·Jos últimos años, el e~trés salino en 
provocado por NaCI ha sido un lema 

estudio recurrente, tanto desde el punto 
vista fisiológico, molecular y genético. 

la perspectiva fisiológica el resultado 
niveles de cloruro de sodio sobre las 

El pri 111<: 1\l ~e 

rdio.:r.: :1 l:t prh ·:t-
1." ión J d agu~ y 
.: on~ti tuy~· 1111 f:¡~·­
tt>r .:nm tí n tan to 
par:t ~.,ll·O: ~ :-a ti 11\l 
<:•lllh> par:1 ~·,.u·.: ~ 

p"r ·'~·~¡u ía ~ frít>. El 
,.q;undu ,...: rda · 

.. ' ... . ~e, 

t1 hiL·,, qu~ pr'""' •.:a 
la d i~rninuc i,ín tk 
la r:t t.tin Pt' tasio 
1 K+l¡ Sndio t;\:a+l 
:1 nivd wlu lar y.:,. 
pn•pit• J..: c~t..: ripo 
J..: c~ trO:s. El au­
m~nh> en lus ni,·e­
b ú..: ~~CI ..:n 1!1 

·la Lycopersicon chilense se distribuye entre los 100 y los tres mil 
metros de altitud en el desierto de Ata cama, y subsiste en condiciones 
de alta salinidad del suelo y de escasez hídriea. 

medio Jle,·a consi-
go un incremento en el influjo de ~a+~ l:Js 
rakes y su distribución por toda la pl:lma. El 
ingre~o sin control de iones Na+ por trans­
porte pasi,·o ocurre como result3dtl úe la 
gc:neración de un gradiente ek~·troquímict) 

muy ek,·ado entre ambos lados d<.' la m.::m­
brana celular de las raíces. Los ione~ t":t+ 
ingresan al interior del citoplasma gracias a 
la pre~encía de canales y transport:tdores 
cariónicos en la membrana plasmáti.:a. los 
cu:tles son bastante inespedficos frente a un 
alza en la raz.6n Na+IK+ en el medio. La dis­
minución en el contenido de iones K+ en el 
citoplasma trae como consecuencia una des­
estabilización en el potencial de membrana. 
la inacti\'ación de enzimas y un efecto per­
judicial sobre una serie de procesos fisioló­
gicos. El restablecimiento de la ho~neos.t<eits 

• iónica. njo;~~fi~~;~~~~~~ 

células anim:tks. ellas ~·ar~·..-cn J ,• tran~por­

tado res de Sodi o. t:tle~ .:omo la~ ;'\a+. 
ATPasas o las Na+;K+-ATPa~a:;. por),) que 
deben rc~· urrir a las H+·ATPa~as '' H+­
p irofo~f:Ha!':IS para generar un gr<~J i~·nll.: 

e ~.:~·troquími.:o de protones c..¡uc p..:rmi t:tn d 
intercambio de H+ por :--la+ '! tamt>i .:n Ol.' 
otros iones y metab(Jiilos. 

Halófitas y Glicófitas 
l.'L~ plantas pueden scrclasilknduscn do~ 

grupos. según su capacidad <.le tolerar la 
salinidad: Hai<Sfitas y 01 id •li lai'. Las plantas 
halóti tas, a diferencia de las gl ictílita~. se 
caracterizan por poseer una alta tOlerancia a 
la salinidad. condición que en algunos casos 
esta dada por la de estructuras 



embargo, en la m:~yorra de los caso!i la.~ di­
fc:rencias entre hulófitas y g lic61ita~ estad\!­
terminada pm la expresión diferencial de 
genc:s. que de: forma coon.Jin;tda pro\'OI;an 
~ambios en el mctab<llismo cd ul;tr. 
protc:git:ndo la planta tk la ac~iún osmút i~:u 
>" tóxica de la sal asegurando un adecuado 
nivd dc: UÍ\'ÍSión y expan~ión cclul:tr, dur.1111c 
d tiempo que perdure el cst r.:s. 

En la linea dc: itwcstig<tl.'i•'HI dirigid;~ ;1 la 
identificación dc gene~ <k expre~i1ín 
diferencial ante el estrés ~al i no. se han 
idc:ntificado una serie de gcn~s t:uyos 
productos actúan de forma di rect:t o indirecta 
en respuesta a l o~ erectos M la ~al. En b 
acción directa pue<kn considerarse los 
productos génicos que conforman proteínas 
;lntiporter de Na+/H+ de la mcmhran:.t 
ph1smá tica o del topla,;to 1 me mhrana 
vacuo lar). quemo' iliz¡m al l'\;t+ fuera de 1:~ 
e( lula o bien 11) ¡\cumulan en el interior de l;t 

\'acuola. De ntro de este ~ruptl. d<'hen 
considerarse tamhi~ n el l'llnjunto <k 
prullul·tos génic.:o~ in,·oluaad<•~ •'n la 
u..:tiv;¡citin d.: dic·ha.; protcín;,, 

conducentes a la 
generación de variedades 
cultivables de una relativa 
tolerancia a la salinidad, 
vino desde la genética 

clásica asociada a técnicas 
de biología molecular que 

permitieron la identificación 
de OTLs (quantitative trait 

loci) específicos de la 
tolerancia a la sal, en 

tomate y arroz. 

intercamhiador;¡s de Sodio. Tmnbi,•n. en la 
ttc.:cián dire~·ta se encuentran los genes que 
codi tic un para los enzimas respnnsahlc:s tk 
la sírllL'sis dL· los llamados osmopr01ector.:-;. 
de ~ran importanci;~ p:mt 1:1 supcrvin:nc.:ia c.k 
b planta hajo c.•ac tiptl de ótrés ahi1íti.:.1. 

Otn• irnponant.: grupo de gen6 ~··n h·~ 
en..:;~r~ad.•s d..: kt hl•lll<:lhl~•'i' tic ;¡_gu:t <.k·nu"<• 

de la planta. entre ellos destacan los genes 
pam acuaporinas y los que codifican para la~ 
prolcín:L" encargadas do.: regular el cierre es· 
tom:il i~·o. los cuales suelen ser los mismos 
genes que participan en el estrés por sequía 
y frío . ya que son i ntlucidos por el efecln 
osm,ítico. En la :1cción indirecta. han ~ido 
iden ti ticadt~s un irnport<tntc número de gene~ 
cuyos p rodu..:tos son de cl imin;tción lk 
r~•dit:;tk~ lihrcs y que: al·túan dcspu¿:; de ht 
ftlrmad•ín d~ elementos rc:u.:ti\'O:; lk oxígcn<> 
(ROS). d cual es un efecto hastant.: común 
de diversos tipo~ de estrés ¡¡bÍIÍtil:o. Esws 
prndu e tos gé n ico~ cst :ín participando 
activttllk't\IC en la prolccci6n dd efecto 
IH).:i vo de los elementos ROS. en la 
mcmhr:uw l.'i tupbsm:ít il·a y en diver~o~ 
organellls. lalc:s como: mit01:ondrins y 
dorop l:lsto~. 

De acuerdo " lo~ anteced~ntcs prc\' ios la 
tnk•mnc ia al cstrl!.~ salilll) aparece como un 
prohkrna mul­
tifa,·t~•rial y l" >r 
lot;ull•• de difí· 
l' il .'PIUL' it\n. 

Transformación de Tomate 

Mediada por Agrobacterium tumejac.ie11.s 

__ , 

Las diferentes 
fases de la 
transformación 
de una planta de 



cuando los gmdos de tolerancia a la 
.;,a.uu •~··- de una planta puede ser muy dis­

en los difer~ntes estados c~J)I!dficos 
su ontogenia, tales como: g¡:nniu:ll·it'in y 

•m••r<'oem.:ia. crecimic:nto y sobrc:l"i n:ncia eJ..: 
pl:intula. y crecimicnt11 ,·.::gctati,·o y 

reproductivo. 
Los prim.:rus avaJh:c.; Ctlnduccntc:> a l;1 

generación d e ,.,,ried al.le~ l·u Jti,·at~k~ de una 
relativa tolerancia :1 b ~<llinid;~d. 'ino dc>dc: 
la genética clásica :1sod:1da a tél·ni,·as d.: 
biología molccnl;11· que: p.:rm it icron ht 
identificación de QTLs (quantitat i,·c trait 
locíl especíticos de la h1lcrancia a la ~;,J. en 
tomate y arroz. Sin cmbarg11. l11s progranws 
de mejoramiento gcn0t ico de bs c~pcc ics 

cuJt i,ables. s\llo han poJic.Jolt'grar ,·;wicd;Jdes 
moderadamente: scn~inlc s al c~t r~~ ~aliJhl en 
lodos los estadus de d..:,:liTl•llll de• l:i pblH :t. 

En co ntrapo., it· iún a l11 1 •h~.:n ;tdu y 
el grupo 1k in ve~tiga,·i, i n ,kl l)r. 

Eduardo Blumwakl de la L:ni,.:r,id:td d..: 
California O;n is. ha h•gr;u.l11 :ntll\l'llt;l r la 
tnt,.«•nria a este t ipo J.: .:-.tr0' l' ll pla 111a~ 

icas de: tom;ue. eatll•ht y .- l. tlwli<111o. 
sobrcexpr.:silin de un únil'l• g•·n que 

__ _., ... , __ para un antipon..: ,.:Ku••lar de Na+/ 

. En estas planta~. el Sllc.li1•.::~ ;~..:umu l~tdu 
hojas. ob~ervándose adcm:b qu.:: 111' fruh •s 

-·~·- -· ·.·;--

. "''é'• . 
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y la.o; semillas no ~on afcl·t:ldas en su cali­
d:td. Simil:tres n:~u lt ;Jdos. rcs~cto dcl ;tu­
mento tic la toh:r:tn.:i ;~ a );alinidad. ha sido 
nwstr..tda en:\ rt~bido¡,sis tlwliww. cuando es 
sobree.xprcsatf,, e l gen SOS!. el ..:ual 
cC\JTt!~p1Hldc a un antipo11er Na+¡¡.¡+ lk la 
mcmhr:~n:t plasm;ític:l. y también nwndo M! 

h:1 rl'a liJ.adt • la !'PhrL·c·x prcs i•'•n de 1 g.:n :\ 1'1' l . 
e l ~· u;~l l'I>J irica p:tra H+· p i rnfos fata~a 
,·;tcll•'lar. 

Estu~ res u liados. sugieren que la f<•nlla 
m;is r:ipiua dL' inLTl'lllcntar la wkrancia a la 
~:ti ,·olbi~tc en :Jttmt:nt;u· la r:tz(\ Jl K+/1\:a+ 
e-n el dh!St>l do: la~ l·.:lul:ts ,.l' !:_!>'lak s. In l'll:t l 
se l'<>thi,_:u.: m•·diant..: la ..:xlnJ.,ilín del Sodio 
yl<l p<~r l;t :tcumtllal·i lí ll u.: ó tc en las 
\ 'acu"l:t' . St· ha sug.:rido que una e.;tr:lll'g ia 
;d tcnwli\·;¡ l'l' ll 'Í~tiria e n ;tllll1Cll l :H la 

¡•rop••rc·ioin d.: tran~p,•n:td•• rc·~ m;í:.; ~ck'cti\·,,~ 

de· ¡.,:+ ,·n l:1 raíz de l:t planra. 
:\ ün l·to;llh.lll el ..: f .. ·ctll t<ix in• dd Sndin 

p:trú·iaa ' ''rc·n parte 'l'lul· i,•nablc mcdi.uttc 
lo~ .'i ,¡ema' ,[c,._:ritt" anterinnlll'l ll<.'. L'' d:m• 
que el _..-, ...... , •"llhiti.:n produ,·idn l'<lf ,•,te 
i•ín fl•e¡ui,•f<• Jc· una ~~~luc·i,ín m;b im,·::ral. 
E~ t a :-i1U:1, ¡, in lJ l!l' parl'l'e hal•er ~ido rc•,ucltll 
~.·n aqudb' pl:,nla' h:d.ifila~ que l'<lrú·en d.: 
.:~tntc·tur:l' <-''peci alilad:J~ . 

Un modelo chileno 
i .yc"J'< 'I'Sin•ll dtilcll."' · e·~ 

una plant;J ~ih·,·~t rc• d.: hllllate 
lJlll' ,,. di~tribu y.: e'lll r c• IP, 1 ()() 
y Jn, IJ'L'~ mi 1 llll'tru~ d.: ;dt itttd 
en ..: 1 dc~i,:rto dt: .-\ tac·am a. y 
q ue d adas las rondkion ..:~ 

t:.\trem~•~ de su h~nitat. ha 
logrado ~ub:;i~tir en nHI· 

diciones de alta ~alinid :1d 1kl 
~tl cll) y de es~:aso:t. hídril:a. 
Dall a~ l:ts GJracl~:rí~1 i.:as d.: 
.:stJ pl:lnta . ..:n ..:1 l:~bor;~t(lfiu 

J~ Bioll)gía C'.:l u l;t r y 
Genética de la Uni,·c~ itJad de· 
Ta Jea . nc•~ p;m:t: ió un 
.:xl'clc ntt: moddo - dnnd..: 
eo;tudiar los géne~ 1.k 
expre~ión diferencial que !'1! 

e~taban manife~tando dur:mt..: 
1!1 estrés por NaCI. . 

En el año 2002 i1;ici:11no~ 

sorbía el Sodio o bic:n gmn parte de él era 
exduido por las raíces. ya que e . .;t:J tíltima 
posibilicbd ..:s una de las alternativas obser­
, ·nuas en pkuwrs ha IMi ta~. Nue~tros resulta­
Jos llH)Strarnn qu~ efectivamente e l Slltlio.:r:t 
;rbuntlantcmente. ;~ bsorbido y qu..: 
may•'ritari:un.:nlc l'ra acumulado .:n l;ts ho­
ja~. lu ~·u;d ~~~g~·ría q ue c~ra planta d..:.,arro­
llah:t lllt:l'anismos nmko.:u !ar..:s .:fic:1t·o:~ para 
l'unlrarre~tard efecto o:;m,ític·o y llh ie·o nca­
~ionad~) por la ~:ti. 

L ycopersicon chilense, es 
una planta silvestre de 

tomate que se distribuye 
entre los cien y los tres 

mil metros de altitud en el 
desierto de Atacama, y 

que dadas las condiciones 
extremas de su hábitat, 
ha logrado subsistir en 

condiciones de alta 
salinidad del suelo y de 

escasez hídrica. 

Con C•h" :llltc~·l',k nt..:~ 1;.~ p.:~qui-;, Jt· 
,:ene~ ,)jf~·r,· lh' i:illlle· n J.: c.,pr.:~adP~ ~.: r,•;di­
zú lllL'dÍ:ull'' b~ ténli<.·;J:> d.: t!i!liTOI/i(l/ di1·· 
¡1/uy y I'C R·Sck•L'L .-\ 'Í. ~~- id..:ntifit·;u·,.n nr;í, 
~{) O:•'llC~ implit·;tJos ..:n di ~tint11s pn>ú'.'''~ 
mctab,ílicns y de r.:guhtci,ín dt.! ólrul·tur~s.; 

l'C i u!ar..:~. ~o:kn: inn :índosc :!quo:II1•S que f\N 
las raranabtiL·as fun cionales de ~u .' 
prvJuc tu~ génicos apar..:eian cunh > m ;i.; 
im.:r.:~antcs por su írnplic:JJK'i:J c:n pwn·~os 
y c~t ru ctura~ da\·c:s para el 6pt i mo 
funt·ionalllicnto óc la planta. 

Entr.: lo.; gene~ se lcccion:Jdo~ . ca h.: 
mcnci••nar lo.; que se .:ncucnt r~m panit:ipando 
en clmamenirniento de la funcionillidad de 
la m34ui nari:~ fotosimética.la regulación del 
c ien·.: estomático, la impermeabili;r.acidn de: 
la hoja. la regu l;•c ió n de l gradie nte 
clo:ctnlCl ii Ímico de pw lones y los de ~Ín!c!' i.~ 

y ;!l'umulal·i6n de osmol itos compa tible~ . 

A l¡;.uno~ de ellos son también expresados 
cuand() las plantas son sometidas a estrés por 
deshidratación, con responder 
al de ambdf 



de los genes resultó un poco 
m:i~ complejo de lo esperado. 
)'a que la mayoría <k dios l'O · 

rresponden a fa mi li•1s multi· 
l!~nicas. En estas famílbs. hay 
~enes que son regulados de 
;.,ancra to::jilln-espet.:ifit:l). otros 
durante: determinadl>s estados 
dd de$arrOIJO do;: 1:1 pl:tot:t y :IUL"­

más. estún !os a~:t i\'ados por e l 
estrés que a su vez son expre­
s:tdvs de manera tejido·cspe~:i­
tico. 

El pasocrul'ial en b i n\·~-s­

tigación descrita. con~i:;te en la 
detcrminadón dd rol que jue­
gan los genes aislados en la to­
l.:rancia al est r¿s sali no 
ob . .;ervadu en esta plan ta 
silvestre. Uno de hts estrat.:gia> 
m:ís utiliz;~d:• para wks ek..:tos. 
es el sikm:iarniento de'"' g<'ne' 
en estudio. pro~o:edimi.·nt•l I.Jll<' 
tradidon:dmen l•' s.: h:1 
realizado u ti lizam.l11 los mis m' >S 
genes per<' ~:on P''~ición 

Ora. lcl Marcela Salazar, doctora Mariana Rodríguez, doctor (e) Gerardo Tapia, Licenciada Mónica Vañez, 
doctor Simón Ruiz. Jesica Valdés. tknico de laboratorio; Nilo Mejía. estudiante de doctorado; y doctor (el 
José Lo yola. 

amisentido. de t:tl man,·ra. que• 
altr.tnscrihirsc: d gc•n c•n ,,wdi11. l:t~nt-.i.~n ~.: 
tr:msaibc: el antisent id.>. r.,rm:índ.•se \111 
RN.-\ duplex. formad,, p11r amho~ R ~ .·\~ 
mcnsajerus ljth.: no pued..: ,.;r tradu..:idn P•ll' 
l11:; ribo~omas y t.:nui na sí.•ndn <le gradado 
[l{'r las R:'\A:1sas intrardula r,·~ 1.: 1\/ima~ que 
hidro\izan R~A l. 

El paso crucial en 
nuestra investigación 

consiste en determinar 
del rol que juegan los 
genes aislados en la 
tolerancia al estrés 

salino observado en esta 
planta silvestre. Una de 

las estrategias más 
utilizada para tales 

efectos es el 
silenciamiento de los 

genes en estudio. 

La <•tr:t f••rma de 11btencr sikn,· i:uni..:nto 
.:,; medianl•' lo1' <.knomin:ulos RNA 
int.: rfercntes i ~i Ri'\ A J.los t:ll:tks ~<•n p.:quc­
ñ<•~ R1'\As d..: sc..:tl•'n.:ia nmtpknwntaria al 
R~ . ..\. mc· n~;.~jcrn dd ~en en r~llld in. t¡u.: •• 
difcrl.'uci;t dd amcrinr n,, ~..: relJuier,· b se­
l'U~'Ilt'Í :I nth:k·vtídk;t eompk1:1 dd dY\.-\ 
( D:"A l·omplcmc:nt:trín al R~ . ..\ m,·,~>:~.: m l. 
d ~·ualuml:li.:n impid..: :>u traduú·i,ín y f:1,.,,. 
reú' ~~~ dcgradac:iún. Cun :tmblh m.:tt>d.,,: e:..: 
posible silenciar tnt.b un:1 bmilia 
mul!i_!!.5nica. S in emhargo. d prohlc:ma ~e 
prócma ..:uamlt1 s~ pr~·temk sikn..:iar so!,l un 
g~·n t.k la familia . }' no h>dll~ ~~~~ micmhn•~ 
y:t '111•' d i.:ha situaóún p\>drí:t s.:r kwl p:tra 
la planta. 

L t otra forma di.' cstt1diar d d\.>~· to <k un 
g.:-n ~n p:uticular. es nbr.:n.: r su 
sohr~c::xprcsión en plant:ts tran~génka!' de su 
mi:>m:t especie o en pl:mt:ls hetcr6!og:t~ . 

Dil·ha sobrcexpresión Sl' obtiene. rt:gu­
lannente, colocando la r~gión coditi~.:an t~ del 
gen bajo el control de un promotor con:;titu­
timcomo es el35S dd Virus dd Mosaico de 
la ColiOor. Sin embargo. no es elmétod,l m:ís 
apropiado cuando se e~tudí;m g.:nes de ex­
presión tejido-especifico, por lo que la trans- ; 

realizada con el · 

;t.;at-.ad;l 1k ~~~ prunll•l•'l' y di.' h·~ d..:mellh'S 
en cis n:::utad,•r••,. d.: ~~~ cxpn:sitín. L t otr;1 
r •lsihilidatl e:.; •. .,J.,,·:ll· la reg i,)n ct•d i li~·:tnte 

t.kl <!t'll b :ljlll;l rc·gula.:Í•Ín \k llll rr(lllltllllrde 
1 >Ir\! g<'n 'llll.' l:unhi.;n ~t'l.' .\pr~·sc• t:Jl d mi~1111> 
tej Ílhl y t.kl I:Ual ~e l'<lllo~/t:a \.'Pillo pu..:J..: Sl'f 

i ndu.:id• > '"ígenam.·nt,·. 
\ 'ari' ' ' de l11s g.:nes aisbd··~ SI.' <' lk'U<'Il · 

tr;m.:n l:1 f:!,.: d.: .:~tudi" d.: ~u n1l en la hlk­
r:lllci:t al ..:~11'~.' ~alin•l. i'''r l·u:uthl p:1r:t ~u 
:ut:íli.;is ~e t':'t:ín utilil.amh• algunas J.: l:t,; 
,·~tr:n.:g ias :Hnai,>nllent.: men~·i,>natlas. Lo; 
fi.'~U !t:t.ft>~ qu~ :llJUÍ ~l' llrlengan sen·ir:Ín 
~· ,,mo h:t'e pa1~1 t'IHIIpr.:ndl.'r en p:trle ~-~~~~~~~ 
alguna~ pl:!!lla~ haiMiws ,,,gr:.111 dar s,•lu\'Íílll 
al pn,hlt.:ma de• b salinidad dl'l sud\!. clt:ll · 

nnciutil.'llhl <IIJUÍ gl.'ncradu h1 Jll'dcmo~ util i­
zar en func·i\ln dl'l inal.'mcnro lk la tnl.:ran­
cia all·srn.:s salinu de las planws ll.: impor­
tancia c~·~~nómica y ;~sí aumc:ntar ht ó\t.'tu;t l 
:-;uperficil' l'ulti,·:tblc o al menos t·ontrarn:s­
t:Jr la pl!rdida anual de tierras aptas para cul­
ti\·<• . • 

Contacto 





t 
' • • 
~ ,. 
~ • • 
~ • • • • 

• 

e;ciU,~[i 

OPINION 

Biotecnología de la tolerancia y 
adaptación a 

Dr. Ennque Gonza!ez V11lanueva 
Un1versidad de Talca 
egonzare@ulatca.cl 

D iversos factores medioambientales de 
naturaleza biótica (patógenos y plagas! y 
abiótica lalta salinidad, sequía y baja 

temperatura). afectan el crecimiento y desarroRo 
de las especies vegetales, incidiendo gravemente 
sobre la actividad agrícola. las especies vegetales 
han desarrollado respuestas defensivas que les 
permite tolerar y adaptarse a condiciones 
medioambientales adversas. los mecanismos 
moleculares involucrados tales respuestas no son 
cabalmente comprendidos, razón por la que su 
estudio es una de las principales áreas de 
investigación en biología vegetal. la información 
generada a través de tales análisis ha sido 
fundamental para el diseño de estrategias 
biotecnológicas orientadas al desarrollo de 
cultivares tolerantes a factores de estrés. Algunas 
de estas estrategias fueron presentadas en el 
simposio cMecanismos moleculares de la 
respuesta de defensa a estrés biótico y abiótico 
en plantas», realizado en la Universidad de laica 
en el marco de las actividades del proyecto FIA 
BIOT-01 ·A·065, el cual contó con la participación 
de investigadores nacionales y extranjeros. 

la diversidad de enfoques posibles para 
abordar la biotecnologia del estrés en vegetales 
quedó de manifiesto en este simposium. Una 
primera estrategia está orientada a la búsqueda 
de resistencia natural a factores de estrés 
específicos. Ejemplo de ello es el análisis de la 
tolerancia a NaCI y boro en distintos patrones de 
portainjertos en cítricos, con el objetivo de 
seleccionar la variedad adecuada para iniciar un 
programa de transfonnación genética que permita 
incrementar la tolerancia a estrés salino en esta 
especie !Dr. Patricio Arce, U. Católica de Chile). 
En esta misma línea. la búsqueda de genes de 

· resistencia a virus' y nematodos en un banco de 
germoplasma de papa mediante el uso de 
marcadores moiéi:ulares. es el punto de partida 
para un programa de mejoramiento genético de 
este cultivar (Dr. Boris Sagrado.INIA Remehue). 

la segunda óii~ntaci6n estratégica se refiere 
ala manipulaci6n'de la expresión de factores de 

estrés en plantas 
transcripción (FT si que participan de las vías de 
transducción de señales asociadas a la respuesta 
de plantas a factores de estrés. Ejemplo de esta 
estrategia es la linea de investigación de la Dra. 
Monserrat Pagés (CSlC·Barcelona, España), la que 
se ha enfocado hacia la participación de la vla de 
seiia5zación de ácido absisico IABA) en la inducción 
de genes inducidos por estrés hidrico en maíz. Su 
análisis ha permitido identificar nuevos FT s 
asociados a la via de señalización de ABA los 
cuales son activados, además, por estrés osmótico 
La sobre-expresión de tales FT s en plantas 
transgénicas inducen la expresión de genes 
involucrados en la respuesta a estrés hldñco. Otro 
estudio relacionado con tolerancia a estrés hidrico 
y ABA. ha sido reaflzado por el Or. José Casaretto 
(Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología. U. 
de T alea). Utilizando cebada como modelo, ha 
estudiado la regulación de la expresi~n de genes 

· para proteínas LEA, inducidos durante el proceso 
de desecación de semillas y en respuesta a estrés 
hidrico. Complejos transcripcionales formados por 
FT s que median la señalización por ABA y diferentes 
isolormas de las protelnas regulatorias 14·3·3 
aparecen involucrados en este evento. La 
manipulación de la expresión de FT s ha sido también 
la elección de la Ora. Maria Teresa Pino IINIA la 
Platina) para obtener plantas de papa resistentes 
a baja temperatura. Plantas transgénicas de 
Solanum C()!Timersonii que sobre-expresan CBF3, 
FT de A. thafiana responsable de la activación de 
genes de respuesta a frlo, incrementaron su 
tolerancia a baja temperatura sin alteraciones 
morfológicas evidentes. 

Un tercer camino se refiere a la manipulación 
de genes que actúan como efectores en la 
respuesta defensiva de plantas a estrés. El Dr. 
Eduardo Blumwald(University ol Calílomia·Oavis, 
USA), ha basado su estrategia en el 
antitransportador vacuolar de Na+ IH + , protelna 
involucrada en la mantención de la ho~m~ostasis 
iónica de A. thaliana. La sobreexpresión del gen 
AtNHX1 que codifica esta protelna ha sido capaz 
de conferir tolerancia a salinidad a plantas 
sensibles. En esta línea se enmarca también el 
enfoque presentado por el Dr. Simón Ruiz {Instituto 
de Biología Vegetal y Biotecnologla, U. de Talca y 
organizador del~. quien ha utilizado CCllOO 
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modelo a la planta nativa l ycopersican chílense 
para analizar la expresión génica diferencial en 
respuesta a diversas condiciones de estrés abiótico 
que propician estrés oxidativo. Tal estudio ha 
permitido identificar y aislar genes asociados ala 
respuesta defensiva de la planta, los que han sido 
utilizados en la transformación de la especie de 
cultivo lycopersicon esculentum, generando una 
variedad de lineas tr ansgénicas cuya evaluación 
está en proceso. El estudio de la interacción vid· 
Botrytis cinerea desarrollado por el Dr. Humberto 
Prieto IINIA la Platinal. es otro ejemplo de esta 
estrategia.la a¡ilcación de técnicas de la gen árnica 
funcional para la caracterización de la respuesta 
de dos cultivares de vides a este patógeno, ha 
permitido establecer el perfil de expresión génica 
asociado a esta interacción e identificar genes 
candidatos para iniciar un programa de 
transgenosis en vides. 

la cuarta estrategia apunta al uso de genes 
de origen no vegetal para generar plantas 
transgénicas resistentes a factores de estrés 
determinados. Ejemplo de ello es la generación de 
plantas de arroz transgénicas resistentes a 
diversos fitopatógenos, por la transformación y 
expresión de genes que codifican para la protelna 
antifúngica AFP de Aspergillus gigenteus o para 
cecropina, péptido antimicrobiano proveniente de 
insectos (Dra. Blanca San Segundo CSIC· 
Barcelona). En esta misma orientación se enmarca 
la linea de investigación desarrollada por el profesor 
Luis Meza (1. de Biología Vegetal y Biotecnología. 
U. de laica), quien se ha enfocado en líneas de 
tomate transgénicas resistentes a la larva de la 
polilla del tomate. La sobre-expresión de genes 
para endotoxinas de Batil/us thuringiensis en 
cloroplastos de las plantas transgénicas y la co· 
expresión de genes de endotoxinas y de quitinasas, 
son las aproximaciones experimentales que se 
encuentran en evaluación. 

Un análisis global de lo presentado en este 
simposio indica que una interesante actividad 
investigativa relacionada con la biotecnologla de la 
tolerancia a estrés en cultivares relevantes para 
nuestra agricultura está siendo desarrollada en 
nuestro pais.la calidad d9 estos estudios augura 
una excelente proyección para el desarrollo de 
esta área de la bíotecnologia vegetal. 

. . 
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Alta participación de expertos en simposio internacional 
Cerca de 80 personas entre 

académicos, estudiantes de post­
grados, pregrado, e invitados in­
ternacionales asistieron al simpo­
sio "Mecanismos moleculares de 
la respuesta de defensa a estrés 
biótico y abiótico en plantas", 
organizado por el Instituto de Bio­
logía Vegetal y Biotecnología de 
nuestra Universidad, con el apo­
yo de la Fundación para la Innova­
ciónAgraria(FIA). 

La actividad se desarrolló en el 
Salón Diego Portales, en el Cam­
pus Lircay. La iniciativa se inserta 
en un proyecto que concluye du-

rante el primer semestre de este 
año, que se denomina "Genera­
ción de un banco de genes de 
tolerancia a estrés abiótico ohtc­
nidos de plantas nativas, utiliza­
bles en programas de mejoramien­
to genético vía transgenosis de 
variedades cultivables", que es 
financiado por FlA. 

Según explicó el Dr. Simón 
Ruiz, organizador de la cita y res­
ponsable del proyecto en cues­
tión, la investigación apunta a 
determinar los genes que están 
involucrados en otorgar toleran-

. cia a la salinidad, sequía y frío de 

una planta de tomate chilena, ubi­
cada en el Desierto de Atacama, 
que crece a tres mil metros de 
altura y en condiciones extremas 
desde un punto de vista ambien­
tal. Añadió que a la fecha se han 
identificado un conjunto de genes 
los cuales están siendo evaluados 
en plantas de tomate sensibles a 
estas condiciones ambientales 
adversas, con el propósito de lo­
grar traspasar dicha tolerancia y 
así poder ampliar las zonas de cul­
tivo de estos y de otros cultivares 
de imponancia agrícola. Al simpo­
sio asistieron. entre otras persona-

lidades,el Dr. Eduaroo Blumwald, 
de la Universidad de California Da­
vis, Estados Unidos; la Dra. Mont­
serrat Pagés y la Dra. Blanca San 

De Izquierda a derecha: 
Dr. Simón Rulz, 
responsable del proyecto 
FIA y organizador del 
Simposio; Dr. Eduardo 
Blumwald, académico de 
la Universidad de 
California Davls, Estados 
Unidos; José Casaretto, 
académico del Instituto de 
Biología Vegetal y 
Blotecnología. 

Segundo, ambas del Consejo Su­
pcriorde Investigaciones Científi­
cas de España, entre otros desta­
c:u.Jos científicos nacionales. 
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Abstrae!: Plants responses to stress are importan! for their adaptation to difieren! environmental. They are 

often associated morphological and physiological adjustments and changas in gene expression. In arder to 

investigate phenotypic adaptation to sal! stress and their possible correlations with induced gene expression, 

we ha ve studied the wild tomate Lycopersicon chilense subjected to a severa NaCI treatment. The 

concentration of sodium and potassium and the calculate K+/Na+ ratio detenmined in the young and old 

leaves, showed that this species has capability to perfonme osmotic adjustment. The net photosynthesis 

remained unchanged during the stress and the C02 diffution recuperated alter 10 days, suggesting that 

L.chilense has the ability to ameliorate the negativa effect by sodium accumulation. Under these phenotypic 

parameters this wild tomate can be classified as salt-tolerant relativa of L. esculentum. To identify possible 

genes involved in this adaptativa response, we used the differential display technique (DD-PCR). Four 

cDNAs showed up-regulated by salinity showed high similitude with a lipid transfer protein, a putativa 4-

coumarate-CoA ligase, a chloroplast ATP synthase O subunit and a pathogenic relatad protein. The role of 

these genes in both ionic and osmotic adjustment of L. chilense plants exposed to sal! stress is discussed . 
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ABSTRACT 

By using the mRNA differential display approach to isolated genes induced by drought a 

cONA fragment with high sequence homology to Rab-specific GOP dissociation inhibitors 

(GOls) was identified in leaves ofwild type !ornato species (Lycopersicon chilense). Using 

RACE 5' technique over total RNA those plants, the full-length cONA was obtained and 

designated as LchGDI-1, which encoding a polypeptide of 444 amino acids. The deduced 

amino acid sequences ofthe isolated cONA exhibited substantial homology with Rab-GDls 

from plants species of different genus. Northem analysis revealed that transcripts detected 

with 3'-gene-specific ONA probe no only accumulated to high leve! at 10 days after 

drought stress, ifnot al so when the plants were exposed to salt stress and low temperatures . 

The LchGD1-1 gene was also up-regulated in leaves of plants treatment with ABA and 

ethylene, but its not induced by salicylic acid; jasmonic acid and H20 2 • lnterestingly, the 

expression these gene was observed almost exclusively in stems from plants without an 

environmental stimuli. The possible role of LchGD1-1 gene product in the response to 

abiotic stress in L. chilense, is discussed . 

'· 
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Comparative analysis of the response physiological to drought stress of sorne 
isoprenoids ofthe route plastid in two Lycopersicon species . 

Introducción: 

En muchas regiones geográficas del planeta, la disponibilidad de agua es 

una importante constante ambiental que limita la productividad de las plantas. Esto 

representa severas limitaciones económicas en la producción agrícola. Las plantas como 

organismos sésiles, han desarrollado un amplio espectro de adaptaciones para hacer 

frente a estas adversas condiciones ambientales. Sin embargo, bastante frecuentemente, 

estos mismos mecanismos adaptativos, afectan los parámetros de producción de los 

cultivos, los cuales terminan adecuándose a una producción de biomasa, dependiendo 

de una oferta ambiental. 

Una de las primeras respuestas adaptativas de las plantas afectadas por un déficit 

hídrico, es cerrar sus estomas para evitar la pérdida de agua por evapotranspiración. Sin 

embargo, esta conducta provoca a una disminución en la incorporación de carbono a 

través de las hojas ( Chaves, 1991, Chaves et al. 2002). La baja en la concentración 

neta de COz, en condiciones de sequía, es frecuentemente explicada por una baja interna 

de las concentraciones de COz, que se traduce en una disminución de la fotosíntesis, ( 

Sluhlfauth el al 1988, Cornic et al 1992), y por una inhibición de enzimas 

fotosintéticas como la Rubisco (Lawlor D. W 1995) o ATP sintetasa (Tezara et al. 1999) . 

La disminución de COz y la inhibición enzimática, llevan a un descenso de la oxidación 

de NADPH en el ciclo de Calvin y por lo tanto, a una insuficiente disponibilidad del 

primer aceptar de electrones fotosintéticos, NADP+ . 

La activación de la clorofila en condiciones de saturación de luz y bajo un 

severo déficit de agua, puede causar un serio daño oxidativo, en aquellas plantas que no 

son capaces de disipar el exceso de energía de excitación (Smirnoff 1993; Osmond el al 

1997), especialmente en condiciones de campo. Este efecto oxidativo lleva a una 

degradación de clorofila y a la lipoeroxidación de lípidos de membrana, con el 

consecuente daño de los sistemas fotosintéticos. (Foyer et 1994 b) 
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Para evitar y/o mitigar este daño fotooxidativo, las plantas han desarrollado un 

eficiente sistema antioxidante compuesto ·por mecanismos de tipo enzimático y no 

enzimático. ( Asada K. 1999; Munné-Boch and Alegre 1999, Foyer el al. 1994 a, 

Munné-Bosch and Alegre 2000). Dentro del sistema no enzimático se destacan una 

serie de compuestos de bajo peso molecular con alta capacidad antioxidante producidos 

principalmente en la vía plastídica de los compuestos isoprenoides . 

En plantas superiores, se han descrito dos vías para la síntesis de unidades 

básicas de isoprenoides. La vía del mevalonato (V AM) que tiene lugar en el citoplasma, 

donde son producidos sesquiterpenos (C 15), triterpenos(C30), como fitosteroles, 

dolicoles, y residuos de famesil para la prenilación de proteínas.(Bach el al., 1999; 

Lichlenlhaler, 1999). Por otro lado, la vía del 1-o-eritrol - 4- fosfato (MEP), opera en 

los plastidios y produce IPP y DMAPP para la síntesis de isoprenoides, que como 

isopreno, _carotenoides, plastoquinonas, conjugados de fitol ( como clorofila y 

tocoferoles), y hormonas (giberalinas y ácido absicico) ( Schwender el al., 1996; 

Lichlenlhaler, 1999; Rohmer, 1999, ). A pesar de esta comparta mentalización, existen 

evidencias de una cierta comunicación entre ambas vías ( Bick and Lange, 2003; 

Hemmerlin el al., 2003; Laule el al. 2003). Sin embargo las implicancias biológicas de 

esta comunicación no están totalmente claras.(Guevara- García, 2005 el al.) 

Los compuestos isoprenoides, derivados de la vía MEP, se han relacionados con 

importantes roles en la protección frente al riesgo oxidativo. La acción del isopreno se 

ha relacionado con un aumento en la termo tolerancia de las hojas de algunas especies 

de plantas. ( Singsas, el al. 1997 ). El rol protector del isopentenil difosfato como 

genoprotector y atenuador del daño oxidativo del DNA a sido recientemente reportado 

(Ling el al. 2004), así como el efecto antioxidante del geranilgeranilpirofosfato ( ........ ) . 

La cantidad y composición de compuestos carotenoides, particularmente carotenos y 

xantofilas son incrementadas para destoxificar la planta de especies reactivas de 

oxigeno (ERO) causadas por alta luminosidad, eliminado el exceso de energía como 

calor ( Demmig- Adams, and Adams, 1996; Niyogi, el al. 1997 ). Los tocoferoles, son 

importantes protectores del sistema fotosintético y de membranas, frente al estrés 

oxidativo provocado por déficit hídrico (. Munne-Boch and Alegre .... .). La hormona 

ABA que es sintetizada a partir de carotenoides, es acumulada en repuesta a estrés por 

déficit hídrico, frío y sal y es responsable ·del cierre de los estomas junto con la 

inducción de diversos genes (Yamaguchi-Shinozaki, K. and Shinosaki, K. 1994) . 
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Las enzimas reguladoras de pasos claves y los genes que codifican para estas, 

han sido caracterizados y clonados.La 1- cdeoxy-o-xylulosa-s-fosfato sintetasa (DXS), 

limita el paso del precursor de la vía MEP, piruvato y gliceraldehido -3 fosfato a 1-

deoxy-o-xylulosa-5-fosfato (DXP) (Rohmer et a/.,1996; Lois et al. 1998), IPP 

isopentenil difosfato es el precursor común de todos los isoprenoides en ambas vías, la 

isopentenil isomerasa (IPI) cataliza la conversión de IPP a dimetilalil difosfato . . 
(DMAPP), la forma básica de 5 átomos de carbono ( Agranoff et al. 1960) . 

Geranilgeranil difosfato sintetasa (GGPPs) cii!aliza la condensación consecutiva de tres .. 
moléculas de IPP con DMAPP para formar un compuesto de C2o (GGPP), precursor de 

giberalinas, carotenoides, tocoferoles y clorofilas. (McGarvey and Croteau 1995; 

Luthra et al. 1999). Homogentisato fitiltransferasa (HPT) es una enzima unida a la 

membrana de cloroplastos que cataliza el paso hacia la biosíntesis de tocoferol, ( 

Co/lakova and Dan DellaPenna 2003),por la condensación de la cola fitil difosfato 

con el homogentisatoe a la forma 2-metil-6-fitil-1 ,4-benzoquinol (MPBQ) (Collakova 

and Dan DellaPenna 2001, Savidge et al. 2002). Fitoenosintetasa (PSY) es la enzima 

que regula un paso limitante y es clave en la síntesis de los carotenoides (Burkhardt et 

al. 1997; Hirschberg, 2001), dimeriza dos moléculas de geranylgeranyl pirofosfato a 

fitoenodifosfato, seguido luego de la conversión a fitoeno, una molécula hidrofóbica de 

C4o· (Dogbo et al. 1988). Desaturaciones consecutivas, isomerizaciones, ciclaciones y 

oxigenaciones, generan diferentes tipos de carotenoides. La hormona ABA es 

sintetizada a partir de precursores carotenoides. Evidencias bioquímicas (Parry et al., 

1990) y genética (Koornneef et al., 1998) indican que la enzima 9-cis-

epexycarotenoides dioxygenasa (NCED) es clave en la síntesis de ABA, produciendo el 

corte de 9-cis-xantofilas, para dar un producto de Czs- apocarotenoides y xantoxina 

( Chernys, J. 2000) . 

La regulación e integración, de la transcripción de muchos de los genes de esta 

vía metabólica bajo condiciones de estrés, particularmente sequía, no están suficiente 

clarificadas. Actualmente los aspectos regulatorios que gobiernan la expresión y 

actividad de las enzimas son casi desconocidas en plantas superiores (Guevara -Garcia 

et al. 2005). En consideración a esto último, y a la estrecha relación evidenciada entre 

los compuestos isoprenoides y la tolerancia al estrés de sequía en algunas plantas, nos 

hacemos la siguiente pregunta: " 
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¿ La disponibilidad de agua en el medio, ejerce un efecto de regulación en la 

VPI, en las planta, que permita la tolerancia; a un estrés hídrico?, si es así ¿ especies 

con distinto grado de tolerancia a un estrés hídrico presentan una regulación distinta de 

la VPI? 

Para responder esta pregunta, hemos planteado la siguiente hipótesis: "Un déficit 

hídrico en dos especies de Lycopersicon, ejerce un efecto regulador en la expresión de 

genes que codifican para enzimas limitantes de la VPI, para producir un aumento de 

compuestos finales, que otorgan un grado de 'tolerancia a este estrés " 

Para evaluar si la expresión de los genes que transcriben para estas enzimas, 

responden a condiciones de ambientales de sequía, se comparan los patrones de 

expresión, bajo condiciones de déficit hídrico, dos genotipos de plantas de tomates, uno 

silvestre como Lycopersicon chi/ense, distribuida desde el sur de Perú a Paposo en 

desierto de Atacama, Chile, desde la costa hasta los 3.000 m.s.n.m. (Wamock 1991), 

ambientes que se caracterizan una baja disponibilidad de agua del suelo, alta 

luminosidad y altas temperaturas diurnas. y bajas temperaturas nocturnas, con 

Lycopersicon esculentum una especie de tomate cultivado susceptible al déficit hídrico . 
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V. ANEXOS 
Se adjuntan las fichas técnicas por año donde se incluyen todas las personas que han 

participado en el trabajado de este Proyecto 
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" 
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