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RESUMEN 

 

Los álamos (Populus spp) han sido propuestos como especies candidatas para la 

fitorremediación de metales pesados en los suelos. Si bien el cobre (Cu) es un elemento traza 

esencial para las plantas, que participa como cofactor de muchas proteínas y desempeña un 

importante rol en procesos celulares, cuando está en exceso, se convierte en un elemento 

potencialmente tóxico. Recientemente, el análisis transcripcional de genes en álamos 

expuestos a exceso de Cu ha permitido identificar una serie de genes diferencialmente 

expresados relacionados con su respuesta frente al estrés. Entre éstos destacan genes que 

codifican para proteínas inhibidoras de tripsina del tipo kunitz (KTI), los que fueron 

significativamente inducidos por el Cu. Sin embargo, la función específica de este tipo de 

proteínas bajo estrés por metales pesados es muy poco conocida. En estudios previos, el gen 

PdKTI3 fue aislado, secuenciado, y la estructura de la proteína codificada fue modelada in 

silico. En ésta destacan dos putativos dominios de unión a Cu, lo que sugiere la capacidad de 

la proteína para quelar este metal. En ese contexto, para determinar su potencial rol en el 

marco de los mecanismos de tolerancia a Cu, en esta tesis se analizó funcionalmente el gen 

PdKTI3 y su correspondiente proteína, basándose en la hipótesis de que si PdKTI3 está 

asociado a la tolerancia al exceso de Cu, entonces su expresión en sistemas heterólogos 

sensibles debiera conferirles tolerancia a dicho metal. Para ello, se propusieron los siguientes 

objetivos: (1) establecer la capacidad de PdKTI3 para conferir tolerancia a Cu, mediante su 

expresión en sistemas heterólogos, (2) evaluar la participación de dominios de unión a Cu, 

presentes en la proteína PdKTI3, en la respuesta de tolerancia, y (3) establecer la localización 

subcelular de la proteína codificada por PdKTI3.  

 

Ensayos de transformación estable de PdKTI3 en plántulas de Arabidopsis thaliana 

demostraron que su expresión constitutiva confiere tolerancia a estrés por Cu, no obstante, 

esta tolerancia está limitada a un determinado nivel de expresión del gen. Por otro lado, 

considerando la estructura de PdKTI3 previamente modelada, en esta investigación, ambos 

sitios de unión a Cu fueron mutados in silico, sin que se observara un efecto significativo en 

su estructura tridimensional. Luego, el gen PdKTI3 fue modificado mediante mutagénesis 
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sitio-dirigida, y utilizado para complementar una cepa de levadura (Saccharomyces 

cerevisiae) sensible a Cu (cup2Δ), mediante ensayos de tolerancia y cinética de crecimiento, 

en medios sólidos y líquidos, respectivamente. La evaluación del efecto de las mutaciones 

sobre la tolerancia al metal mostró que ambos sitios de unión son funcionales. Finalmente, la 

expresión transitoria de PdKTI3 en catáfilos de cebolla y células epidermales de tabaco, en 

conjunto con la utilización de marcadores organelo-específico, permitió precisar su ubicación 

subcelular. Los ensayos revelaron que PdKTI3 está localizada en la vacuola y el retículo 

endoplasmático, y cercanamente relacionada con la membrana plasmática. Los resultados 

obtenidos sugieren un nuevo papel para proteínas KTI, particularmente como elemento de 

interacción con Cu frente al estrés por este metal. PdKTI3 interactuaría con los iones de Cu 

a nivel de vacuola, compartimentalizando y confiriendo tolerancia a este metal. La 

caracterización de este nuevo mecanismo molecular de respuesta representa un aporte para 

el desarrollo de futuras aproximaciones biotecnológicas tendientes a la generación de plantas 

útiles para fitorremediación. 
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ABSTRACT 

 

Poplars (Populus spp) have been proposed as candidate species for the 

phytoremediation of heavy metals in soils. Although copper (Cu) is a trace element for plants, 

it participates as a cofactor of many proteins and plays an important role in cellular processes, 

when it is in excess, it becomes a potentially toxic element. Recently, the transcriptional 

analysis of genes in poplars exposed to Cu excess has allowed to identify a series of 

differentially expressed genes related to their response to stress. Among these genes are those 

encoding Kunitz trypsin inhibitor proteins (KTI), which were significantly up-regulated by 

Cu. However, the specific function of these proteins under heavy metal stress still remains 

almost unknown. In previous studies, the PdKTI3 gene was isolated, sequenced and the 

structure of the encoded protein was modeled in silico. In this stage, two putative Cu binding 

domains were identified, suggesting the ability of the protein to chelate this metal. In this 

context, in order to determine its potential role in the framework of Cu tolerance mechanisms, 

in this thesis the PdKTI3 gene and its corresponding protein were functionally analyzed. The 

underlying hypothesis considered that if PdKTI3 is associated with tolerance to excess of Cu, 

then its expression in sensitive heterologous systems should confer tolerance to this metal. 

For testing that hypothesis, the following objectives were proposed: (1) to establish the ability 

of PdKTI3 to confer tolerance to Cu, through its expression in heterologous systems, (2) to 

evaluate the participation of the Cu binding domains, of PdKTI3 protein, in the tolerance 

response, and (3) to define the subcellular localization of the protein encoded by PdKTI3. 

 

The stable transformation assays of PdKTI3 in Arabidopsis thaliana seedlings 

showed that can confer tolerance to Cu stress. However, this tolerance is limited to specific 

levels of gene expression. On the other hand, considering the structure of PdKTI3 previously 

modeled, in this research work, both Cu binding sites were mutated in silico, without a 

significant effect on its three-dimensional structure. Then, the PdKTI3 gene was modified by 

site-directed mutagenesis, and used to complement a Cu-sensitive strain of yeast 

(Saccharomyces cerevisiae) (cup2Δ), in solid and liquid media, characterizing its 

performance by tolerance and growth kinetic assays. The analysis of the effect of mutations 

on metal tolerance showed that both binding sites are functional. Finally, the transient 
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expression of PdKTI3 in onion and tobacco epidermal cells, along with the use of specific 

organelle markers, allows to identify its subcellular location. The results indicated that 

PdKTI3 is found in the vacuole and the endoplasmic reticulum, and closely related to the 

plasma membrane. The results suggest a new role for KTI proteins, particularly as a molecule 

that interacts with Cu, under stress conditions. PdKTI3 would interact with Cu ions at the 

vacuole level, suggesting their compartmentalization and conferring tolerance to this metal. 

The characterization of this new molecular mechanism of response represents a support for 

the development of future biotechnological approaches suitable for generating 

phytoremediation systems. 
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I.1 Presencia de metales pesados en el ambiente 

 

Los metales pesados se definen como aquellos elementos que poseen una densidad 

mayor a 5 g/cm3 (Schützendübel & Polle, 2002; Yang et al., 2005). Desde la perspectiva de 

la presencia de contaminantes inorgánicos en el ambiente, ellos constituyen el principal 

grupo. La contaminación del suelo por estos metales es una preocupación científica y social, 

debido a los efectos adversos en el ser humano y en los ecosistemas (Yadav, 2010). Dentro 

de las fuentes naturales más importantes de metales pesados se encuentran la degradación de 

minerales, erosión y actividad volcánica. Adicionalmente, existen fuentes antropogénicas 

que incluyen la minería, uso de pesticidas y fertilizantes en la agricultura, así como la 

generación de desechos industriales, todos los cuales han producido importantes efectos 

negativos sobre los ecosistemas terrestres impactados (Wuana & Okieimen, 2011; Thakur et 

al., 2016). En cuanto a sus efectos tóxicos, los metales pesados más dañinos para el ambiente 

son mercurio (Hg), cadmio (Cd), plomo (Pb), arsénico (As), cobre (Cu), zinc (Zn), estaño 

(Sn) y cromo (Cr) (Ghosh, 2010), de los cuales Hg, Cd, Pb y As son metales pesados no 

esenciales para funciones biológicas, mientras que Cu y Zn son metales pesados esenciales 

(Ali et al., 2013; Singh et al., 2016). Los efectos negativos sobre los ecosistemas se deben a 

la alta persistencia de los metales en el suelo y a la toxicidad directa que muchos de estos 

elementos producen en los seres vivos (Kabata-Pendias, 1995; Järup, 2003). La 

concentración total del metal presente en el suelo no se relaciona directamente con los efectos 

de toxicidad, sino más bien una fracción del total estaría disponible, lo que se denomina como 

concentración biodisponible (Ginocchio et al., 2002). La biodisponibilidad de cualquier 

metal en el suelo es un concepto multifactorial, ya que considera las complejas interacciones 

entre los metales y otros componentes del ecosistema terrestre, así como la capacidad 

específica de cada especie para extraer los metales del suelo. Parámetros físico- químicos de 

éste, tales como su textura, el pH, contenido de materia orgánica, y la cantidad y tipo de 

arcilla, interactúan para determinar el proceso de desorción de los metales en los suelos, 

determinando el grado de solubilización de los metales o la capacidad tamponante del suelo 

(Sauvé et al., 2000; Ginocchio & Narváez, 2002). Específicamente, la solubilidad de la 

mayoría de los metales aumenta al disminuir el pH del suelo, y disminuye al aumentar el 

contenido de materia orgánica (Ginocchio et al., 2002; Sherameti & Varma, 2010). Por lo 



17 
 
 

tanto, la fitotoxicidad provocada por metales en el suelo dependería además de diversos 

factores edáficos, y no sólo de su concentración. Por tanto, dada la complejidad de la 

presencia de metales pesados en el suelo, su adecuada caracterización o evaluación es 

fundamental para aplicar metodologías de remediación efectivas que minimicen el impacto 

de estos elementos sobre los ecosistemas. 

 

I.2 Fitorremediación: una tecnología verde para la recuperación de suelos 

contaminados 

 

La movilización de metales pesados por el hombre, a través de la extracción y del 

procesamiento de minerales para diferentes aplicaciones, ha dado lugar a la liberación de 

estos elementos en el medio ambiente, afectando las características de los suelos. Dado que 

los metales pesados no son biodegradables, se produce su bioacumulación, siendo un claro 

riesgo para la salud y el ambiente (Thakur et al., 2016). Se han utilizado diferentes métodos 

para evitar o reducir concentraciones de contaminantes tóxicos, sin embargo, éstos poseen 

limitaciones como por ejemplo el alto costo, la alteración de las propiedades del suelo, y la 

perturbación de la microflora nativa del suelo, que disminuye su número y actividad (Khan 

et al., 2010; Ali et al., 2013). Es por esto que la fitorremediación se presenta como una 

alternativa con un gran potencial, que permite utilizar plantas y sus microorganismos 

asociados del suelo, para reducir las concentraciones y/o efectos tóxicos que causan los 

contaminantes en el ambiente (Greipsson, 2011; Mosa et al., 2016). Las plantas pueden ser 

utilizadas bajo diferentes estrategias de fitorremediación, como por ejemplo fitoextracción 

(o fitoacumulación), rizofiltración (fitofiltración), fitoestabilización, fitovolatilización y 

fitodegradación (Tabla 1) (Alkorta et al., 2004; Yang et al., 2005; Tangahu et al., 2011). 
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Tabla 1. Estrategias de fitorremediación. 

Estrategia Mecanismo de acción Medio tratado 

Fitoextracción  Absorción por las raíces de las 

plantas, y translocación de 

contaminantes hacia las partes 

aéreas de la planta (brotes), los 

cuales podrían ser cosechados. 

Suelo 

Rizofiltración  Absorción y adsorción por las 

raíces de contaminantes que se 

encuentran en solución en la 

rizósfera. 

Aguas superficiales y 

subterráneas 

Fitoestabilización  Exudados radiculares causan la 

inmovilización y precipitación de 

metales, disminuyendo su 

biodisponibilidad. Este término 

también se emplea para referirse al 

establecimiento de una cubierta 

vegetal sobre un terreno 

contaminado. 

Aguas subterráneas, suelo, 

relaves mineros 

Fitovolatilización Absorción y transpiración de 

compuestos orgánicos volátiles y 

iones de algunos metales, 

liberando el contaminante desde la 

planta hacia la atmósfera.  

Suelo, aguas subterráneas 

Fitodegradación Degradación microbiana en la 

rizósfera  

Suelo, aguas subterráneas dentro 

de la rizósfera 

 

Los altos niveles de metales pesados como Cu, Cd, o Zn presentes en los suelos o 

desechos contaminados, puede afectar el desarrollo de las plantas utilizadas para 

fitorremediación. Sin embargo, algunas especies vegetales pueden tolerar e incluso acumular 

metales (Tong et al., 2004). Las plantas, generalmente manejan los contaminantes sin afectar 

el suelo, conservando así su utilidad, e inclusive pudiendo mejorar su fertilidad. La 

fitorremediación es considerada como una tecnología relativamente reciente, rentable y 

eficiente, en beneficio del medio ambiente (Mosa et al., 2016; Thakur et al., 2016). La mejora 
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genética de las plantas a través de métodos tradicionales y/o biotecnológicos es esencial para 

mejorar la eficiencia de los sistemas de fitorremediación (Pilon-Smits, 2005), por lo que las 

plantas con capacidades mejoradas para tolerar, acumular o degradar contaminantes, son muy 

deseables en el área de fitorremediación de suelos.  

 

I.3 Especies metalófitas 

 

Las metalófitas son plantas que se adaptan y prosperan natural y específicamente en 

suelos con altas concentraciones de metales pesados (Bothe, 2011; Sheoran et al., 2011). Las 

metalófitas se dividen en tres categorías: exclusoras, indicadoras e hiperacumuladoras de 

metales (Ali et al., 2013; Lange et al., 2016). Las exclusoras se caracterizan por acumular 

metales pesados en sus raíces, restringiendo su transporte hacia las partes aéreas de la planta. 

Las metalófitas indicadoras acumulan los metales pesados sólo en sus partes aéreas (Sheoran 

et al., 2011; Malik & Biswas, 2012). Por otro lado, las plantas hiperacumuladoras tienen la 

capacidad natural de acumular grandes cantidades de metales pesados en las hojas (Rascio & 

Navari-Izzo, 2011). Según Baker & Brooks (1989) dentro de esta categoría están aquellas 

especies capaces de acumular en sus brotes más de 100 mg/kg de peso seco de Cd, o más de 

1000 mg/kg de peso seco de níquel (Ni), Cu y Pb, o más de 10.000 mg/kg de peso seco de 

Zn y manganeso (Mn), cuando crecen en suelos ricos en metales (Ali et al., 2013). En la 

literatura se han descrito más de 400 especies de este tipo, entre las cuales existen más de 

300 hiperacumuladoras de Ni (Li et al, 2003; Prasad, 2005). En relación a hiperacumuladoras 

de Cu, el primer reporte descrito por Duvigneaud & Denaeyer-De (1963), informó 

concentraciones de 1200, 1660, y 1960 mg/kg de Cu para las especies Ascolepis metallorum, 

Silene cobalticola, y Haumaniastrum robertii, respectivamente. Otras especies 

hiperacumuladoras de este metal incluyen Brassica juncea (Cu, Ni) (Ebbs & Kochian, 1997), 

Pteris vittata (Cu, Ni, Zn) (Ma et al., 2001), Pistia stratiotes (Cu, Cd, Zn, Hg) (Odjegba & 

Fasidi, 2004), y Sorghum sudanense, la cual puede almacenar hasta 5330 mg/kg de metal por 

unidad de peso seco (Sarma, 2011).  
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Dentro de las especies vegetales, los árboles tienen muchas características útiles para 

la fitorremediación (Pulford & Watson, 2003). Si bien, especies como los álamos (Populus 

spp) no son metalíferas, estudios han identificado una serie de genotipos con respuestas de 

tolerancia frente a condiciones de exceso de metales. Así por ejemplo, Guerra et al. (2009) 

identificaron un clon de Populus deltoides con acumulación mayoritaria de Cu en sus raíces, 

que correspondería a un mecanismo de defensa basado en la exclusión de este metal. 

 

La acumulación de metales pesados en algunas especies no necesariamente 

metalíferas, pero con una capacidad de producción de biomasa significativa, puede ser 

potenciada por modificaciones genéticas a través de métodos biotecnológicos (Pilon-Smits, 

2005). 

 

I.4 Absorción y transporte de metales pesados en las plantas 

 

Las plantas absorben los metales pesados, esenciales y no esenciales, desde el suelo 

hacia sus raíces. Una vez que entran en contacto con la superficie radicular, los iones ingresan 

a la célula mediante proteínas transportadoras de membrana, pudiendo ser almacenados en 

la vacuola o en el citoplasma unidos a proteínas chaperonas o quelantes de metales. Por otro 

lado, los metales pueden ser transportados a través de los vasos xilemáticos en forma iónica 

o acomplejados, permitiendo así que sean transportados largas distancias hacia las estructuras 

aéreas (hojas, brotes), donde pueden formar complejos con diversos quelantes (Jabeen et al., 

2009; Migocka & Malas, 2018). Entre éstos los ácidos orgánicos y aminoácidos son 

sugeridos como ligandos para la quelación de iones de metales pesados, debido a la presencia 

de átomos donadores de electrones en sus moléculas como azufre (S), nitrógeno (N) y 

oxígeno (O) (Sheoran et al., 2011). Cuando están en concentraciones por sobre las 

necesidades de las células, éstos se depositan mayoritariamente en las vacuolas (Ali et al., 

2013). Ésta es una de las formas de remover el exceso de iones en el citosol y poder reducir 

su interacción con procesos metabólicos celulares (Sheoran et al., 2011). La 

compartimentación de metales en las vacuolas es parte del mecanismo de tolerancia en 

plantas hiperacumuladoras de metales (Tong et al., 2004). Adicional a este mecanismo, se 
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encuentran la quelación en el citoplasma a través de la inducción de péptidos de unión a 

metales y la formación de complejos metálicos (Memon & Schröder, 2009; Ali et al., 2013). 

El transporte de los metales desde el suelo está regulado por una serie de moléculas, algunas 

involucradas en el transporte a través de la membrana, y otras en la quelación y subsecuente 

secuestro de metales en la vacuola. La absorción de iones de metales pesados desde el suelo 

es mediada por transportadores especializados como canales proteicos, o por proteínas 

transportadoras acopladas a H+ presentes en la membrana plasmática de la raíz (Greipsson, 

2011). En el caso del Cu, éste se absorbe en las raíces en su forma reducida (Cu+) por 

proteínas COPT (Copper Transporter), que corresponden a proteínas transportadores 

altamente selectivas (Schulten & Krämer, 2018). Alternativamente, el Cu puede ser 

absorbido en su forma oxidada (Cu+2) por proteínas no selectivas (ZIP); mientras que el flujo 

de salida de (Cu+2) está mediado por sistema antiporte [H+ /Cu+2] (Printz et al., 2016; Schulten 

& Krämer, 2018). Dentro de la célula, el Cu es unido a chaperonas específicas de Cu como 

ATX1 (Antioxidant Protein 1) o quelado por metalotioneínas (MT). El importe a la vacuola 

es mediado por proteínas transportadores HMA (Heavy Metal ATPase), mientras que el 

eflujo por proteínas COPT. La proteína chaperona ATX1 deriva el Cu a la proteína 

transportadora de membrana HMA5, para ser translocado hacia el xilema. Una vez ahí, el Cu 

reducido es oxidado a Cu+2 formando complejos con proteínas quelantes como nicotianamina 

lo que permite que sea transportado largas distancias. Los transportadores YSL (Yellow 

Stripe Like) y COPT son los encargados de derivar el Cu hacias las células foliares, ya sea 

en su forma acomplejada o reducida, respectivamente (Migocka & Malas, 2018). 

 

I.5 Efecto del exceso de metales en las plantas 

 

Metales como el Fe, Zn, Mn o Cu, son elementos esenciales para el crecimiento de la 

planta, siendo requeridos para roles estructurales y catalíticos en proteínas involucradas en 

su metabolismo y desarrollo (Singh et al., 2016). Sin embargo, estos metales pueden ser 

tóxicos cuando se presentan en altas concentraciones (Yang et al., 2005; Haydon & Cobbett, 

2007). Las plantas, al ser organismos aerobios, utilizan oxígeno molecular (O2) como aceptor 

terminal de electrones. Como resultado de la reducción de O2, se producen intermediarios 
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altamente reactivos, denominados especies reactivas de oxígeno (ROS). Estas especies 

incluyen radicales libres [superóxido (O2•
−), hidroxilo (•OH)], así como moléculas no 

radicales [peróxido de hidrógeno (H2O2), oxígeno singlete (1O2)] (Gechev et al., 2006; 

Sharma et al., 2012). El poder oxidante de O2
− y H2O2 los hace potencialmente peligrosos 

para el entorno celular circundante. El radical superóxido puede desactivar importantes 

enzimas metabólicas que contienen grupos Fe-S y alterar así actividades catalíticas. Su forma 

protonada, radical hidroperóxido, puede atravesar membranas biológicas e iniciar la 

oxidación lipídica mediante la extracción de protones de ácidos grasos poliinsaturados. 

(Gechev et al., 2006). Las ROS son producidas continuamente como subproductos de varias 

rutas metabólicas que se localizan en diferentes compartimentos celulares, como cloroplastos 

y mitocondrias. En cloroplastos, los principales sitios de producción de ROS son el 

fotosistema I y II, mientras que en la mitocondria son el complejo I, la ubiquinona y el 

complejo III de la cadena transportadora de electrones (Singh Gill & Tuteja, 2010). Los 

peroxisomas y glioxisomas también son importantes sitios de generación de ROS, durante la 

fotorrespiración y la oxidación de ácidos grasos, respectivamente (Gechev et al., 2006). La 

producción y eliminación de ROS está finamente regulada por diferentes mecanismos 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, logrando la homeostasis celular (Yang et al., 

2005; Thakur et al., 2016). Sin embargo, este equilibrio puede ser perturbado por diferentes 

factores medioambientales, como la sequía, la salinidad, el frío, y la toxicidad por metales 

pesados, así como por el ataque de patógenos. Estos factores externos conducen a un 

repentino aumento de los niveles intracelulares de ROS, debido a la alteración de la 

homeostasis, llegando a ser altamente dañinos para la célula. Cuando los niveles de ROS 

exceden los mecanismos de defensa se produce un desequilibrio celular lo que conlleva a un 

estrés oxidativo, pudiendo conducir al daño o muerte celular (Das et al., 2008; Mudipalli, 

2008; Sharma et al., 2012; Singh et al., 2016). Sin embargo, a pesar de los efectos negativos 

que provoca el exceso de ROS en la célula, estas moléculas también están involucradas en el 

proceso de aclimatación al estrés, siendo importantes moléculas de señalización en plantas. 

Por ejemplo, el radical superóxido y peróxido de hidrógeno pueden actuar como segundos 

mensajeros, regulando la expresión génica mediante la modificación de factores de 

transcripción (Gechev et al., 2006; Choudhury et al., 2013). 
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Si bien el Cu es un elemento traza esencial, participando como cofactor de muchas 

proteínas (Linder & Goode, 1991), que desempeña un importante rol en procesos como 

fotosíntesis, respiración, metabolismo del carbono y nitrógeno, percepción del etileno, y 

síntesis de la pared celular (Hänsch & Mendel, 2009; Burkhead et al., 2009; Ravet & Pilon, 

2013), en su forma iónica es un elemento potencialmente tóxico (Burkhead et al., 2009). Las 

principales proteínas cúpricas en la planta son la PC y COX, implicadas en el transporte de 

electrones en el cloroplasto y la mitocondria, respectivamente. Otras son la PPO y LAC (Fig. 

1) (Ravet & Pilon, 2013). Bajo condiciones fisiológicas, el Cu posee dos estados de 

oxidación: Cu+ (ión cuproso) y Cu+2 (ión cúprico), siendo la forma monovalente la menos 

estable, y la divalente la principal absorbida por las plantas (Emamverdian et al., 2015; 

Migocka & Malas, 2018). Esto permite que el Cu funcione como un agente oxidante o 

reductor en las reacciones bioquímicas, siendo potencialmente tóxico. El ión cúprico se 

puede reducir a ión cuproso, siendo capaz de catalizar la formación de radicales hidroxilos 

(•OH) altamente reactivos, a través de la descomposición del peróxido de hidrógeno (H2O2) 

mediante la reacción de Fenton (Schulten & Krämer, 2018):  

 

Cu+ + H2O2    Cu+2 + •OH + OH- 

 

Esta reacción puede conducir al daño de proteínas, ADN, inhibición enzimática y 

peroxidación lipídica (Valko et al., 2005; Sharma et al., 2012). El daño en el ADN produce 

diversos efectos fisiológicos, como la reducción de síntesis de proteínas, destrucción de la 

membrana celular y el daño de proteínas fotosintéticas, afectando el crecimiento y desarrollo 

de toda la planta (Singh Gill & Tuteja, 2010). 

 

Sin embargo, como un mecanismo de defensa celular, los iones de Cu pueden ser 

unidos a proteínas quelantes, como las MT, las que previenen la acumulación en niveles 

tóxicos para la célula. Además, existen iones de Cu que son capturados por proteínas de unión 

pequeñas, denominadas proteínas chaperonas de Cu (O’Halloran & Culotta, 2000; Puig et 

al., 2007), que capturan este metal desde los sistemas de detoxificación y los guían a sitios 

blancos en la célula. Más de la mitad del Cu en las plantas se encuentra en los cloroplastos, 
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donde participa en reacciones fotosintéticas. Interesantemente, el metabolismo del Cu está 

íntimamente ligado al metabolismo del Fe, ya que dependiendo de la biodisponibilidad de 

Cu y Fe, las plantas poseen enzimas para alternar el uso del Cu versus Fe, y así catalizar la 

misma reacción bioquímica con apoproteínas completamente diferentes (Merchant et al., 

2006). Además, el Cu es altamente reactivo con los grupos tioles y puede desplazar otros 

metales esenciales en proteínas (Burkhead et al., 2009). 

 

I.6 Mecanismos de tolerancia a Cu 

 

La concentración de Cu en el suelo es 2 a 250 μg/g, de los cuales las plantas pueden 

absorber 20 a 30 μg/g de peso seco (Emamverdian et al., 2015). Sin embargo, su 

biodisponibilidad depende además de diversos factores físico-químicos del suelo 

(mencionados en el punto I.1). Las plantas poseen mecanismos de tolerancia basal para evitar 

la toxicidad de Cu. Entre ellos, destacan la: (1) reducción de la absorción mediante la 

producción de exudados radiculares y/o la interacción con hongos micorrízicos, (2) 

inmovilización del exceso de Cu en la raíz, (3) estimulación del eflujo de metales desde la 

membrana plasmática, (4) quelación de iones en el citoplasma, y (5) acumulación de metales 

en la vacuola (Krämer & Clemens, 2005; Yruela, 2009). En condiciones de estrés por Cu, 

algunas especies como Triticum aestivum reducen la absorción de iones libres tóxicos 

liberando malato, citrato y oxalato desde sus raíces, que actúan como moléculas quelantes de 

iones (Haydon & Cobbett, 2007). La interacción de plantas con ectomicorrizas les confiere 

una protección adicional contra la toxicidad por Cu (Krpata et al., 2008). A nivel celular, la 

pared puede unir iones de metales, regulando su flujo hacia el citoplasma mediante 

intercambio catiónico (Wang & Evangelou, 1995), donde el Cu puede unirse a pectinas 

(Konno et al., 2005) o proteínas de pared (Bringezu et al., 1999). Adicionalmente, diferentes 

proteínas transmembranas transportadoras de metales, permiten su compartimentalización 

subcelular o el flujo hacia el apoplasto (Fig. 1), como por ejemplo, PAA1 que regula el 

ingreso hacia el cloroplasto, o COPT5 ubicado en el tonoplasto (Williams & Mills, 2005; 

Ravet & Pilon, 2013). Los transportadores de Cu identificados en Arabidopsis incluyen 

miembros de la familia COPT (Sancenón et al., 2003), P1B-ATPase (Williams & Mills, 2005), 
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y de la familia ZIP (Palmer & Guerinot, 2009). Mientras que en P. trichocarpa algunos 

identificados son PtCOPT6, PtCOPT4, y PtCOPT3, expresados en el xilema, raíces e 

inflorescencias, respectivamente (Migeon et al., 2010). La distribución intracelular del Cu es 

regulada por proteínas chaperonas que pueden ser coordinadas con Cu-ATPasas, facilitando 

la detoxificación de Cu (Andrés-Colás et al., 2006). Algunas proteínas chaperonas de Cu 

caracterizadas en Arabidopsis son: AtCCH (Mira et al., 2001) y AtCOX17 (Balandin & 

Castresana, 2002). Además de estos mecanismos, las plantas poseen dos sistemas de defensa 

antioxidante: enzimáticos y no enzimáticos. Los primeros incluyen a enzimas como 

superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, glutatión reductasa, 

monodehidroascorbato reductasa, dehidroascorbato reductasa, y glutatión peroxidasa. En el 

segundo sistema de defensa se encuentran el ácido ascórbico, glutatión, compuestos 

fenólicos, alcaloides, aminoácidos no proteicos y α-tocoferoles (Ravet & Pilon, 2013; 

Emamverdian et al., 2015; Singh et al., 2016). Estos mecanismos de defensa antioxidante se 

activan en conjunto, para controlar las cascadas de oxidación y proteger las células del daño 

oxidativo por ROS (Singh Gill & Tuteja, 2010). 

 

 

Figura 1. Transporte de Cu, utilización y quelación en la célula vegetal. Representación de las 

diferentes proteínas implicadas en la homeostasis de Cu, respecto a su membrana y ubicación. 

Rectángulos indican proteínas transportadoras de Cu, y las flechas su orientación transporte. Óvalos 

blancos representan proteínas chaperonas de Cu, óvalos negros proteínas que utilizan Cu, y óvalos 
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grises proteínas quelantes de Cu. (RAN=HMA7; PAA1=HMA6; PAA2=HMA8). (Ravet & Pilon, 

2013). 

 

El exceso de iones metálicos libres en el citoplasma puede ser disminuido mediante 

la unión de éstos a ligandos fuertes como los tioles, que incluyen a las fitoquelatinas (PC) 

(Cobbett, 2000) y metalotioneínas (MT) (Zhou & Goldsbrough, 1994), siendo la principal 

estrategia de detoxificación en plantas. Esta detoxificación está dada por la formación de 

complejos con iones metálicos, ya sea a nivel de citoplasma, vacuola, o mediante eflujo del 

metal a través de la membrana plasmática (Cobbett & Goldsbrough, 2002).  Las PCs y MTs 

son moléculas proteicas de unión a metales pesados ricas en Cys. La Cys es el residuo 

aminoacídico de unión a metal más importante en las proteínas, y es además un componente 

básico de las PCs y MTs. Las PCs son péptidos sintetizados principalmente en el citoplasma 

de la célula por la enzima fitoquelatina sintasa, la cual es activada por varios iones de metales 

pesados, con inducción in vivo de las PCs (Cobbett, 2000; Sarma, 2011). Luego de la 

formación del complejo PC-metal en el citoplasma, éste es derivado a la vacuola con el 

propósito de disminuir la toxicidad del metal en la célula (Chaudhary et al., 2018). Mutantes 

de A. thaliana que carecen de la enzima fitoquelatina sintasa son incapaces de sintetizar PC 

y son hipersensibles a Cd y Hg (Memon & Schröder, 2009). Las MT, a diferencia de las PC, 

son polipéptidos codificados por cuatro subfamilias de genes (Cobbett & Goldsbrough, 

2002). Las MT corresponden a los ligandos detoxificantes de metales más conocidos, y su 

rol en las plantas está asociado a homeostasis de metales bajo condiciones fisiológicas 

normales (no tóxicas) (Leitenmaier & Küpper, 2013). Son moléculas ricas en cisteína, lo que 

las hace eficientes en la formación de complejos metálicos. La detoxificación está dada por 

la unión a diferentes iones metálicos a través del grupo tiol de la cisteína, ejerciendo un papel 

clave frente a estrés por metales pesados. Al igual que las PCs, las MTs pueden 

compartimentalizar los iones en la vacuola (Chaudhary et al., 2018). En términos de 

detoxificación, parece no ser muy importante para Cd, ya que la protección contra la 

toxicidad por este metal es provista por las PC en plantas. Sin embargo, juega un rol 

fundamental para tolerancia y homeostasis del Cu (Cobbett & Goldsbrough, 2002). Se ha 

reportado una coordinación en la expresión de genes MTs y genes implicados en la 

homeostasis del Cu en hojas senescentes. Los genes AtCCH y AtRAN1, en conjunto con 
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genes MTs, permiten la quelación del Cu liberado por metaloproteínas que están siendo 

catabolizadas en hojas senescentes, evitando el daño oxidativo celular (Cobbett & 

Goldsbrough, 2002). También, el nivel de expresión del gen MT Tipo 2 es correlacionado 

estrechamente con la tolerancia a Cu en Arabidopsis ecotipo Wassilewskija (tolerante a Cu), 

y no así el ecotipo Columbia (sensible a Cu) (Murphy & Taiz, 1995). Adicionalmente, se ha 

demostrado que poblaciones tolerantes a Cu de Silene vulgaris tienen una mayor la expresión 

del gen MT Tipo 2 (Van Hoof et al., 2001). Recientemente, además de las PC y MT, se ha 

descrito a los inhibidores de proteasa del tipo Kunitz como proteínas que tienen la capacidad 

de unir Cu, a través de la coordinación de este ion con los aminoácidos His, Glu, Ser y Met 

(Guerra et al., 2015). Esta capacidad quedó evidenciada mediante el modelamiento molecular 

de la proteína PdKTI3, y la identificación de dos sitios de unión a Cu (Guerra et al., 2015).  

 

I.7 Inhibidores de proteasas y su importancia para las plantas 

 

Durante el ciclo de vida normal de una planta existen procesos de desarrollo 

específicos, tales como germinación, recambio de proteínas asociado con el crecimiento, 

diferenciación, embriogénesis y senescencia, en los cuales la actividad proteolítica, mediada 

por las proteasas, es crucial (Stintzi et al., 1993; Rustgi et al., 2018). Estas enzimas se han 

clasificado, según el mecanismo catalítico de su sitio activo, en proteasas del tipo serina, 

cisteína, aspártico, y metalo-proteasas (Zolórzano & Peteira, 2000; Christeller, 2005). Por 

otra parte, las plantas se defienden activamente contra patógenos y herbívoros utilizando 

mecanismos de defensa inducibles (Karban & Myers, 1989). Uno de estos mecanismos es la 

activación de genes que codifican proteínas de defensa contra herbívoros denominadas 

proteínas inhibidoras (IP). Se han identificado 76 familias distintas de IPs, las cuales se 

agrupan principalmente como inhibidores del tipo serina, cisteína, aspártico o 

metaloproteasas (Ma et al., 2011; Rustgi et al., 2018). Estas IP son pequeñas proteínas 

reguladoras presentes en alta concentración en tejidos de almacenamiento principalmente, y 

también en hojas en respuesta al ataque de insectos y patógenos (De Leo et al., 2002). Las IP 

corresponden a proteínas involucradas en múltiples procesos celulares, incluyendo la 

embriogénesis (Jofuku & Goldberg, 1989), muerte celular programada (Li et al., 2008), y 
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germinación (Hernández-Nistal et al., 2009).  El inhibidor del tipo serina es el más abundante, 

ya que se encuentra presente en semillas, hojas, y tubérculos de muchas especies de la familia 

Fabaceae, Poaceae, y Solanaceae (Charity et al., 1999). Los IPs constituyen una parte efectiva 

e integral de defensa de la planta, debido a su capacidad de inhibir enzimas proteolíticas 

digestivas y reducir así el crecimiento y sobrevivencia de organismos herbívoros (Lopes et 

al., 2004; Ma et al., 2011). Su distribución es ubicua en la mayoría de las plantas, ya que se 

encuentran, tanto en órganos reproductivos y vegetativos, como en órganos de 

almacenamiento (Ma et al., 2011).  Se ha descrito que el inhibidor de proteasa del tipo serina 

podría jugar un rol en respuestas medioambientales y del desarrollo (Huang et al., 2007). 

Diversos estudios han demostrado que el daño mecánico por insectos y la infección por 

microorganismos potencia significativamente el nivel de IP (Telang et al., 2003). En rábano 

(Raphanus sativus), se ha reportado una inducción de la expresión de IP en plantas tratadas 

con NaCl (López et al., 1994), así como en A. thaliana por estrés por sequía (Gosti et al., 

1995). También en papa (Solanum tuberosum), se ha reportado la inducción de un inhibidor 

de proteasa del tipo Kunitz de 27 kDa, en respuesta a ABA, etileno, déficit hídrico y metil 

jasmonato (Kang et al., 2002). Por otra parte, en tomate se han identificado inhibidores de la 

proteasa serina bajo condiciones de estrés por NaCl (Dombrowski, 2003). En arroz, un 

inhibidor de quimiotripsina fue significativamente inducido bajo estrés hídrico y tratamientos 

con ABA (Huang et al., 2007). Factores involucrados en el estrés abiótico, tales como ABA 

y peróxido de hidrógeno, aumentan la expresión de IP (Hilderman et al., 1992). 

Recientemente se reportó la característica multifuncional que presentan las proteínas 

inhibidoras de proteasas en plantas (Grosse-Holz & van der Hoorn, 2016). Esta característica, 

permite que una misma proteína posea dos sitios inhibitorios funcionales a la vez; más de un 

dominio inhibitorio; o que utilicen el mismo sitio de unión para inhibir diferentes proteasas 

blanco (Grosse-Holz & van der Hoorn, 2016). Tal como ocurre con algunos IPs del tipo 

Kunitz, que se caracterizan por inhibir diferentes clases de enzimas como las serin y cisteín 

proteasas (Migliolo et al., 2010; Da Silva et al., 2014; Chan et al., 2017). Estos antecedentes 

sugieren que los inhibidores de proteasa, además de tener un rol defensivo frente a estrés 

biótico, también están implicados en estrés abiótico, aunque su función específica como 

mecanismos de tolerancia aún no ha sido definida. 
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I.8 Inhibidores de proteasas del tipo serina 

 

Las serin proteasas constituyen la familia más grande de proteasas vegetales y se 

caracterizan por la presencia de un único residuo de Ser en su tríada catalítica (His-Asp-Ser) 

(Rustgi et al., 2018). Las dos familias mejor caracterizadas de los inhibidores de proteasa del 

tipo serina son la familia Kunitz y la familia Bowman-Birk (Haq et al., 2004). Las proteínas 

de la familia Kunitz, como el KTI, son moléculas que poseen un tamaño entre 18-24 kDa, 

con una o dos cadenas polipeptídicas, usualmente con cuatro residuos de Cys en dos puentes 

disulfuro y un sitio reactivo para tripsina (Oliva et al., 2000; Chan et al., 2017; Rustgi et al., 

2018). En contraste, los inhibidores del tipo Bowman-Birk poseen una baja masa molecular 

(8-10 kDa), un alto contenido de Cys y dos sitios reactivos (Haq et al., 2004). En plantas, la 

mayoría de los miembros de estas dos familias inhiben proteasas del tipo serina, en particular 

tripsina (Major & Constabel, 2008). El inhibidor de tripsina KTI, es una superfamilia que ha 

sido objeto de una amplia investigación por su actividad contra proteasas (Ma et al., 2011). 

Fue descrita por primera vez por Moses Kunitz en el año 1946, quien aisló un inhibidor de 

tripsina de soya (Glycine max) (Kunitz, 1946). Las proteínas KTI poseen un péptido señal 

que consiste en 25-28 aminoácidos (Nielsen et al., 1997), el cual es escindido durante el 

procesamiento post-traduccional, generando la forma activa del inhibidor de proteasa (Song 

& Suh, 1998). Estas proteínas poseen en su estructura el dominio Kunitz ([L,I,V,M]-X-D-

X2-G-X2-[L,I,V,M]-X5-Y-X-[L,I,V,M]) (Major & Constabel, 2008; Chan et al., 2017). Este 

dominio se caracteriza por la presencia de un patrón aminoacídico constituido por Leu, Ile, 

Val y Met, los cuales pueden estar presentes hasta tres veces; mientras que los aminoácidos 

Asp, Gly y Tyr, sólo una vez. Los primeros tres aminoácidos del patrón (Leu, Ile y Val) 

poseen una cadena lateral hidrocarbonada, mientras que Met posee un grupo sulfhidrilo (-

SH). En relación a su solubilidad, casi todos son aminoácidos hidrofóbicos, excepto el Asp 

que clasifica como hidrofílico. Este dominio Kunitz es conservado en otras especies, como 

soya (GmKTI), cúrcuma (ClKTI) y álamo (PtKTI) (Major & Constabel, 2008; Chan et al, 

2017). Las proteínas maduras se componen de 10 a 12 hebras β antiparalelas (Song & Suh, 

1998). La mayoría de las KTI contienen cuatro residuos de Cys conservados, que forman dos 

puentes disulfuro, los cuales estabilizan la proteína madura (Rustgi et al., 2018). El primer 
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puente disulfuro, en la parte amino terminal, es altamente conservado y crítico para la 

actividad de la proteína (Laskowski & Kato, 1980; Major & Constabel, 2008; Ma et al., 

2011). Ésta lleva una región reactiva que juega un rol vital durante la formación del complejo 

inhibidor-enzima, que conduce a la inactivación de la proteasa. La composición de los 

aminoácidos del loop reactivo tiene una gran influencia sobre la función inhibidora (Song y 

Suh 1998; Major & Constabel, 2008). La localización de la proteína KTI depende de la 

especie vegetal y su función. Algunos miembros con un rol de defensa contra patógenos son 

almacenados en la vacuola (Srinivasan et al., 2009), mientras que en la especie Cicer 

arietinum KTI fue localizado en la pared celular de tejidos vasculares (Hernández-Nistal et 

al., 2009). En híbridos de Populus (P. tremuloides o P. trichocarpa x P. deltoides), una serie 

de genes que codifican para proteínas KTI son inducidos en hojas, por daño causado por 

herbívoros y heridas (Haruta et al., 2001; Christopher et al., 2004; Major & Constabel, 2008; 

Ramírez et al., 2009). Por otra parte, en garbanzo KTI es inducida por daño mecánico en los 

epicotilos y hojas (Jiménez et al., 2008). Philippe et al., (2009), llevó a cabo un análisis 

funcional y estructural de la familia génica KTI, donde se identificaron 31 genes KTI dentro 

del genoma de Populus. Según sus resultados y dentro del análisis funcional y estructural 

estos genes, destaca la diversidad de la familia con respecto a su tamaño, tipo de expresión, 

y estímulo inductor de la expresión (Ej. Insectos).  

 

Estudios sobre la regulación (a nivel del promotor) de genes KTI son escasos. Los 

genes KTI contienen diferentes combinaciones de elementos en cis que permiten distintos 

patrones de expresión durante el ciclo de vida de Glicine max (Jofuku & Goldberg, 1989). 

Guerra et al., (2009) demostró que al someter álamos a estrés por Cu, el número de transcritos 

que codifican proteínas del tipo KTI se incrementaban significativamente (a nivel de raíces). 

La tasa de expresión (medida transcripcionalmente) varió 10-20 veces cuando las plantas 

fueron tratadas con 30 o 60 μM de Cu durante 12 o 24 h, respecto del control, sugiriendo una 

regulación a nivel transcripcional. Un análisis in silico, realizado usando la secuencia 

genómica de P. trichocarpa, sobre la región promotora (1000 pb río arriba del inicio de la 

transcripción) de genes con respuesta diferencial al estrés por Cu, permitió identificar una 

serie de elementos en cis asociados a distintas señales de regulación (Guerra, 2008). Entre 
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ellos destacó el motivo GTAC (motivo CuREs), de respuesta específica a Cu, el cual es parte 

del promotor del gen KTI3. Interesantemente, a pesar de que han sido identificados 31 genes 

KTI en álamo (Ma et al., 2011), sólo KTI3 mostró una inducción en la expresión génica bajo 

condiciones de estrés por exceso de Cu en álamo (Guerra et al., 2009). También se han 

identificado en otras especies elementos en cis que participarían de la regulación de la 

expresión génica. Por ejemplo, en el musgo Barbula unguiculata, fragmentos del promotor 

del gen FeSOD clonados en fase a GUS permitieron identificar el motivo GTACT, el cual 

estaría actuando como un elemento en cis de regulación negativa en respuesta a Cu (Nagae 

et al., 2008). En Neurospora crassa, se identificaron dos elementos de respuesta a Cu 

(CuREs; CuMRTFs) en el promotor de un gen que codifica para una metalotioneína (Kumar 

et al., 2005). 

 

I.9 Interacción de inhibidores de proteasa con metales pesados 

 

A la fecha existe poca evidencia que demuestre la interacción entre IP con metales 

pesados. Sin embargo, estudios referidos a la aplicación de técnicas para purificar proteínas 

como la precipitación de metales por afinidad, ha demostrado que IP pueden ser unidos por 

copolímeros que contienen iones de metales (Cu, Zn o Ni) (Galaev et al., 1997; Mattiasson 

et al., 2007). Según Sessa et al., (1990), los inhibidores de proteasa del tipo tripsina tienen 

efectos deletéreos en la nutrición humana ya que pueden restringir severamente la digestión 

eficiente de proteínas, debido a la reducción de la actividad tríptica en los fluidos duodenales. 

Esto ha impulsado el desarrollo de tecnologías tendientes a eliminar la actividad de este tipo 

de inhibidores en los alimentos procesados, a fin de favorecer un mejor aprovechamiento de 

las proteínas vegetales (por ejemplo, proteínas de soya). En este contexto, la aplicación del 

método de precipitación por afinidad de metales, utilizando copolímeros (por ejemplo, 

vinilimidazol con vinilcaprolactama) cargados con Cu, ha demostrado ser una alternativa 

efectiva para aislar específicamente y precipitar KTI de soya (Galaev et al., 1997). La unión 

selectiva de KTI por un copolímero podría ser el efecto de la unión entre el metal del 

copolímero (Cu, Zn o Ni) y los grupos donadores de electrones presentes en aminoácidos 

(His, Cys, Trp y Arg) de las proteínas (Mattiasson et al., 2007). Resultados similares han sido 
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observados mediante la aplicación de cromatografía de afinidad por iones metálicos 

inmovilizados para la purificación de KTI a partir de extractos de soya y papa, donde los 

métodos llevados a cabo utilizan Zn unido a una matriz de alginato o de ácido hidroxámico 

de pectina (Liu et al., 2005). 

 

En plantas se han identificado genes de inhibidores de proteasa, así como proteínas 

de este tipo, que responden la presencia de metales pesados, o que inclusive se unirían a este 

tipo de elementos (Guerra et al., 2015). Snowden et al., (1995) reportó la inducción de 

putativos genes inhibidores de proteasa del tipo Bowman-Birk: wali3 y wali5, en raíces trigo 

(Triticum aestivum) cuando éstas fueron sometidas a estrés por Cd, Fe, Zn, Cu, galio (Ga), 

indio (In) y lantano (La). Taylor et al., (2002) identificó una proteína de unión a zinc 

(CVZBP) en el xilema del limón (Citrus jambhiri), la cual demostró tener más del 50% de 

similitud con algunos miembros de la familia KTI. Dentro de la secuencia aminoacídica de 

CVZBP, se encontraron 7 residuos de Cys y 4 de His, lo cual podría estar relacionado con la 

unión a metales pesados. Según estos autores, como las MT, la proteína CVZBP también 

tiene la capacidad para unir otros cationes divalentes como Cd, Pb, y Ni, dado que posee un 

alto contenido de grupos tioles, sugiriendo su posible unión a metales. Además, la 

secuenciación del extremo N-terminal de la proteína demostró tener un 52% de identidad con 

un inhibidor de tripsina de papaya y otros inhibidores de proteasa del tipo Kunitz de soya. 

Años más tarde, un grupo de investigadores realizó un perfil de expresión en plantas de maíz 

(Zea mays) estresadas por aluminio (Al), permitiendo identificar genes de IP del tipo 

Bowman-Birk, los cuales fueron inducidos al momento del estrés (Cançado et al., 2008). 

Células cultivadas de coptis (Coptis japónica), mostraron tolerancia a varios compuestos 

tóxicos como el Cd. Esta capacidad, fue dada por la expresión del gen CjBBI, un gen de la 

familia de IP del tipo Bowman-Birk. La inducción de la expresión de CjBBI por el 

tratamiento con Cd, sugirie que CjBBI es responsable de dicha tolerancia (Shitan et al., 2007).  

 

En levaduras, se reportó la inducción de tolerancia a estrés por metales (Cd y Hg) 

mediante la expresión ectópica de inhibidores de proteasas del tipo serina en Pichia pastoris. 

Esta expresión ectópica bajo condiciones de estrés condujo a la inhibición de proteasas, como 
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las metacaspasas, mediante el mecanismo de inhibición competitiva, bloqueando el acceso 

del sustrato GAPDH al sitio activo, evitando la muerte celular programa (Joshi et al., 2014). 

La expresión heteróloga de PdKTI3 en cepas mutantes de S. cerevisiae sensibles a metales 

(cup2Δ, zrc1Δ, ycf1Δ y smf1Δ), permitió la complementación del fenotipo confiriendo 

tolerancia a los metales Cu y Cd (Guerra et al., 2015).  

 

I.10 KTI y metales pesados en álamos 

 

La inducción de genes KTI3 ha sido observada en álamos sometidos a estrés por 

metales pesados. Guerra (2008) observó una inducción simultánea de KTI3 en todas las 

condiciones de estrés aplicadas, y además en genotipos de álamo con niveles de tolerancia 

contrastantes, como es el caso de P. deltoides (tolerante a Cu), en comparación a P. 

trichocarpa x maximowiczii x P. maximowiczii (sensible a Cu), lo que sugiere un rol general 

de respuesta al exceso de Cu. 

 

Por otro lado, el tratamiento de plantas de álamo con Cd provocó la inducción de 

varios genes que codifican proteínas vinculadas, generalmente, en respuesta a estrés biótico. 

Entre éstas, se encuentran las proteínas inhibidoras de tripsina del tipo Kunitz, 

específicamente KTI3, la cual se ha observado que también aumentó significativamente 

luego del estrés por Cd (Kieffer et al., 2008).  

 

Recientemente, Guerra et al., (2015) obtuvieron el modelo molecular de PdKTI3 (Fig. 

2). En él se identificaron dos putativos sitios de unión a Cu+2. El primer sitio (sitio 1) está 

compuesto por los residuos aminoacídicos His 27, Glu 29 e His 92. Su estructura optimizada 

muestra un posible sitio de unión a Cu+2, coordinado por la cadena lateral de ambas His. Por 

su parte, el segundo sitio (sitio 2) está compuesto por los residuos Ser 70, Met 72 y Ser 73. 

Su estructura optimizada revela que los tres aminoácidos estarían coordinando la unión a 

Cu+2. Estos resultados sugieren que la proteína PdKTI3 posee dominios estructurales 

específicos de unión a Cu (Guerra et al., 2015).  
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Figura 2. Modelo tridimensional de PdKTI3. (a) Estructura modelada. (b) Vista detallada de los 

motivos de unión a Cu predichos (His27-Glu29-His92 y Ser70-Met72-Ser73 en el cuadrado izquierdo 

y derecho, respectivamente (Guerra et al., 2015). 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO  

 

Antecedentes: 

 

(1) El Cu es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas. Sin embargo, 

puede llegar a ser tóxico cuando se presenta en exceso. (2) Las plantas poseen mecanismos 

para evitar el efecto negativo del exceso de Cu. (3) Los inhibidores de proteasa son proteínas 

multifuncionales, asociadas a estrés biótico, y recientemente abiótico. (4) El gen PdKTI3, 

que codifica un inhibidor de proteasa, es inducido en plantas de álamo bajo estrés por Cu. (5) 

Se han descrito dos putativos sitios de unión a Cu en la proteína PdKTI3, sugiriendo una 

capacidad de interacción entre la proteína y el metal.  

 

Hipótesis:  

 

 “La expresión de PdKTI3 en sistemas heterólogos sensibles a Cu, confiere tolerancia al 

metal mediante la capacidad para unir Cu y compartimentalizarlo en la vacuola.” 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

Analizar funcionalmente el gen PdKTI3, y el rol de la proteína codificada, en la tolerancia a 

exceso de Cu. 

 

Objetivos específicos: 

1.- Establecer la capacidad de PdKTI3 para conferir tolerancia a Cu, mediante su expresión 

en sistemas heterólogos.  

2. - Evaluar la participación de dominios de unión a Cu, presentes en la proteína PdKTI3, en 

la respuesta de tolerancia. 

3. - Establecer la localización subcelular de la proteína codificada por PdKTI3.   
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II.1 Clonación de PdKTI3 

 

II.1.1 Material vegetal 

El material vegetal utilizado para la aislación de DNA correspondió a hojas de un 

clon de P. deltoides (accesión 21002), colectadas del banco de germoplasma del Centro 

Tecnológico del Álamo (Universidad de Talca, Talca, Chile). 

 

II.1.2 Diseño de partidores  

Para el diseño de partidores se utilizó la secuencia genómica de P. trichocarpa, 

disponible en la base de datos Phytozome (http://www.phytozome.net/), lo que permitió 

obtener la secuencia actualizada del ORF de PtKTI3. Para ello, se empleó el software Vector 

NTI®, y la región codificante de PdKTI3 fue amplificada a partir de DNA genómico de P. 

deltoides, con los partidores 5´-ATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC-3´ (forward) y 5´-

CATCATTTTATACTCGATTTTAGAA-3´ (reverse), utilizando la enzima Taq DNA 

Polimerasa Platinum® High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  

 

II.1.3. Clonación  

Los fragmentos obtenidos a partir de la reacción de PCR fueron separados por 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, en buffer de Tris, acetato y EDTA (TAE) 1X. Las 

bandas visualizadas en el gel fueron cortadas con un bisturí y el DNA extraído del gel 

mediante el sistema EZNA Elution gel Kit (Omega Bio-Tek). Los fragmentos purificados 

fueron ligados al vector pGEM®-T Easy Vector System (Promega). Los plásmidos 

recombinantes fueron utilizados para transformar la cepa bacteriana DH5α de Escherichia 

coli, según el método descrito por Sambrook et al., (1989). Las bacterias fueron seleccionadas 

en placas LAXI. DNAp fue extraído de las colonias positivas, mediante el sistema de 

minipreparación de plasmidios EZNA (Omega Bio-Tek), para comprobar la presencia del 

gen mediante una reacción de PCR, utilizando los partidores indicados en el punto anterior. 

Posteriormente, la secuenciación del gen de interés de las colonias recombinantes fue llevada 

a cabo a través del servicio de secuenciación de Macrogen (Korea).  
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II.2 Generación y evaluación de plantas de A. thaliana transformadas con el gen PdKTI3 

 

Plantas transgénicas de A. thaliana, que expresaron constitutivamente el gen PdKTI3, 

fueron producidas con el objetivo de evaluar los efectos de la expresión heteróloga de dicho 

gen en la tolerancia a Cu.  

 

II.2.1 Diseño de partidores 

Para el diseño de partidores se utilizó la secuencia actualizada del ORF de PtKTI3 de 

P. trichocarpa (Phytozome; http://www.phytozome.net/) y el software Vector NTI®. La 

región codificante de PdKTI3 fue amplificada a partir de DNA genómico de P. deltoides. 

Adicionalmente, los partidores forward y reverse diseñados fueron flanqueados por los sitios 

de restricción de las enzimas XbaI y SacI, adquiriendo la siguiente secuencia: 5´-

ATCTAGAATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC-3’ y 5´-

AGAGCTCTTACATCATTTTATACTCGATTTTAGAA-3’, respectivamente. Estos sitios 

de restricción permitieron la posterior clonación del gen en el vector binario pBI121.  

 

II.2.2 Amplificación y ligación de PdKTI3 

La región codificante de PdKTI3 fue amplificada mediante PCR con los partidores 

diseñados, visualizada en un gel de agarosa (1%) y purificada utilizando el sistema Wizard® 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). La reacción de ligación del producto de PCR 

con el vector pGEM®-T fue llevada a cabo según las instrucciones del sistema pGEM®-T 

Easy Vector System (Promega). 

 

II.2.3 Transformación de células de E. coli, secuenciación y clonación en el vector pBI121. 

Células competentes de la cepa DH5α de E. coli fueron transformadas con los 

plásmidos recombinantes, según el método descrito por Sambrook et al., (1989). Las 

bacterias fueron seleccionadas en placas LAXI. DNAp de las colonias transformantes fue 

extraído mediante el sistema de minipreparación de plásmidos EZNA (Omega Bio-Tek), para 

comprobar la presencia del ORF (open reading frame) de PdKTI3. Ello fue realizado 

mediante una reacción de PCR, utilizando los partidores diseñados previamente. La correcta 
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inserción del transgen de las colonias positivas fue corroborada a través de secuenciación 

(Macrogen, Corea). Una vez confirmada la inserción de PdKTI3, éste fue liberado desde el 

vector pGEM®-T por digestión enzimática con XbaI y SacI (New England BioLabs). El 

vector binario pBI121 fue digerido con las mismas enzimas, con el objetivo de insertar el gen 

PdKTI3, y reemplazar al gen GUS, permitiendo su expresión bajo la dirección del promotor 

CaMV 35S. 

 

II.2.4 Obtención de plantas transgénicas de A. thaliana. 

El vector binario pBI121, recombinado con la construcción CaMV 35S ::PdKTI3, fue 

introducido mediante electroporación en la cepa de GV3101 de A. tumefaciens (Sambrook 

and Russell, 2001). Las bacterias transformadas fueron crecidas y seleccionadas en medio 

YM sólido con los antibióticos de selección rifampicina (100 mg/l), gentamicina (25 mg/l) y 

kanamicina (50 mg/l). Luego de 48 h de incubación a 28 °C, las colonias transformadas 

positivamente fueron analizadas por PCR. Las bacterias recombinantes fueron utilizadas para 

transformar plantas de A. thaliana, del ecotipo Columbia-0. Este genotipo ha sido descrito 

previamente como un ecotipo sensible a Cu (Murphy & Taiz, 1995). La transformación fue 

llevada a cabo por medio del método de inmersión de yemas florales (“floral dip”), siguiendo 

el protocolo descrito por Clough & Bent (1998).  Para ello, como primera etapa, una colonia 

tansformante única fue cultivada como pre inóculo, en 5 ml de medio YEB líquido (0,1% p/v 

de extracto de levadura, 0,5% p/v de extracto de carne, 0,5% p/v de peptona, 0,5% p/v de 

sacarosa y 0,05% p/v de MgSO4•7H2O, pH 7), complementado con los antibióticos de 

selección, durante 24 h a 28 °C. Posteriormente, este cultivo fue utilizado para inocular 500 

ml de medio YEB líquido. Luego, las células fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. A 

continuación, el sedimento bacteriano fue resuspendido en igual volumen de medio de 

infiltración (5% p/v de sacarosa, 2,2 g/l de MS y 0,02% v/v de Silwet L77). La transformación 

consistió en sumergir durante 5 s las inflorescencias de Arabidopsis en estado de pre-antésis 

en medio de infiltración. Luego de un período de 4 semanas, las semillas producidas por las 

plantas transformadas fueron cosechadas y desinfectadas con una solución de hipoclorito de 

sodio (2% p/v, con Tween-20) durante 20 min, y luego lavadas 5 veces con agua estéril, bajo 

cámara de flujo laminar. La selección de las líneas transformantes T0 fue realizada mediante 
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la siembra de las semillas desinfectadas en medio MS sólido, suplementado con los 

antibióticos kanamicina (50 mg/l) y cefotaxima (250 mg/l). Las placas con semillas fueron 

mantenidas bajo fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad, considerando una temperatura 

de 22° C. Una vez germinadas y crecidas durante 42 días, las plantas fueron utilizadas para 

la extracción de ácidos nucleicos, los cuales fueron utilizados para confirmar la presencia del 

transgen (mediante PCR sobre DNA genómico), así como para evaluar sus niveles de 

transcritos (mediante qPCR). Las semillas generadas por las plantas T0 fueron sembradas 

nuevamente en medio de selección con los mismos antibióticos, con la finalidad de obtener 

plantas T1. Éstas fueron mantenidas bajo las mismas condiciones de fotoperíodo, con el fin 

de inducir la floración, producir nuevas semillas y hasta obtener una tercera generación (T3) 

de plantas transformantes. Con las plantas T3 se realizó un ensayo de germinación, con el fin 

de evaluar la homocigosidad del transgen. De las plantas homocigotas se seleccionaron las 

tres líneas que presentaron una expresión diferenciada para PdKTI3.  

 

II.2.5 Determinación del largo radicular en plantas transgénicas de A. thaliana bajo estrés por 

Cu, como un indicador de tolerancia al estrés. 

Una vez obtenidas las plantas T3 homocigotas, un ensayo in vitro de estrés por exceso 

de Cu fue realizado para evaluar el efecto del exceso de Cu sobre plantas que expresaron 

constitutivamente el gen PdKTI3. Esta etapa se llevó a cabo siguiendo el protocolo 

desarrollado por Martínez-Trujillo et al., (2013). Para ello, las semillas colectadas de las 

plantas T3 fueron germinadas verticalmente, en placas cuadradas, las que contenían medio 

MS sólido sin modificar (Paul et al., 2001; Dubrovsky & Forde, 2012). Las condiciones 

ambientales en esta etapa consideraron una temperatura de 22° C, un fotoperíodo de 18 h luz 

y 6 h oscuridad, y una humedad relativa del 70%.  Estas condiciones fueron logradas 

mediante la utilización de una cámara de crecimiento BINDER KBWF-720. Luego de 7 días 

las plantas fueron extraídas del medio de cultivo y se les midió el largo de la raíz primaria, 

variable considerada como indicador de la tolerancia al estrés por Cu (Murphy & Taiz, 1995). 

Luego de ello, las plántulas fueron transferidas a placas con medio MS sólido, suplementado 

con 0 (control), 50 y 75 μM de CuSO4 (Drążkiewicz et al., 2004; Martínez-Trujillo et al., 

2013). Las plántulas se mantuvieron bajo estos tratamientos durante 7 días adicionales, 
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tiempo después del cual fueron removidas del medio y nuevamente se les midió el largo de 

la raíz primaria. Con ambas mediciones del largo de raíz (antes y después del tratamiento de 

estrés) se estimó un valor para el incremento (∆) del largo radicular post estrés. Para dicha 

estimación se consideró al menos tres réplicas por tratamiento, considerando 5 plántulas por 

cada réplica. Adicionalmente, se colectó hojas y raíces de las plántulas ensayadas, las cuales 

fueron congeladas en nitrógeno líquido, y mantenidas a -80°C hasta la realización de análisis 

transcripcionales posteriores, mediante qPCR. Dichos análisis consideraron la evaluación de 

la inducción de genes marcadores de estrés oxidativo (Drążkiewicz et al., 2004). El primero 

de ellos correspondió al gen CSD1 que codifica para una superóxido dismutasa (Cu/Zn SOD) 

citosólica, la cual participa en la desintoxicación de los radicales superóxido (Andrés-Colás 

et al., 2013).  Cu/Zn SOD es parte de la defensa antioxidante en la célula, inducida por 

factores externos como estrés por metales pesados. En ensayos de Arabidopsis, la expresión 

del gen CSD1 ha sido fuertemente inducida bajo condiciones de estrés por exceso de Cu, 

sugiriendo un papel como indicador de estrés (del Pozo et al., 2010; dos Reis et al., 2018). El 

segundo gen marcador, correspondió al gen CCS, que codifica para una proteína chaperona 

de Cu, el cual también fue inducido bajo condiciones de estrés por exceso de Cu en plantas 

de Arabidopsis (Del Pozo et al., 2010). Los valores de expresión relativa fueron normalizados 

utilizando el gen de expresión constitutiva F-box (Remans et al., 2008). Los resultados fueron 

analizados mediante ANOVA de dos vías y una prueba de comparación múltiple (test de 

Tukey), mediante el software R versión 3.1.2 (R Core Team, 2014). 

 

II.2.6 Ensayo de tinción con NBT 

La técnica de tinción histoquímica con NBT (Grellet & Díaz-Ricci, 2011) fue 

utilizada con el objetivo de evaluar cualitativamente la acumulación de radicales superóxido, 

producidos por el estrés por Cu, en las plantas de A. thaliana transformadas con el gen 

PdKTI3. Para esto, se germinaron al menos 5 semillas de cada genotipo, incluyendo plantas 

wild-type y plantas representantes de las tres líneas transgénicas T3 (las mismas líneas 

utilizadas en los ensayos anteriores). Estas semillas fueron sembradas en medio MS sólido, 

dispuesto en placas cuadradas, en orientación vertical. Las condiciones de germinación 

consideraron nuevamente un fotoperíodo controlado, con 18 h luz y 6 h oscuridad.  Luego de 
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7 días, las plántulas fueron trasplantadas a placas con medio MS, con 0 (control) y 75 μM de 

CuSO4 (Drążkiewicz et al., 2004; Martínez-Trujillo et al., 2013). El efecto de la presencia 

del metal sobre las plántulas fue evaluado 7 días post estrés. Ese ensayo consideró al menos 

tres réplicas biológicas por genotipo y tratamiento de estrés. La detección cualitativa de los 

radicales superóxido en las plántulas ensayadas fue realizada incubándolas en buffer fosfato 

(NaH2PO4 1M; Na2HPO4 1 M; Hepes 200 mM; NBT 0,1%), bajo oscuridad, durante 2 h, 

según el protocolo de Grellet & Díaz-Ricci (2011).  

 

II.3 Modelamiento y simulación del efecto del reemplazo de aminoácidos en la 

estructura de PdKTI3. 

  

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de los sitios de unión a Cu de la proteína 

PdKTI3, predichos in silico por Guerra et al., (2015), la técnica de mutagénesis sitio-dirigida 

fue utilizada para generar mutaciones puntuales en los nucleótidos que codifican los 

aminoácidos que conforman dichos sitios de unión. De esta manera se buscó impedir la unión 

de la proteína con el ion Cu. Esto permitió evaluar el grado de tolerancia a este metal que 

presentan las cepas de levaduras que expresan heterologamente el gen PdKTI3Δ. Con este 

propósito, como primer paso se realizó un modelamiento in silico de la proteína PdKTI3 

“mutada”. Con el fin de evaluar posibles cambios generados en su estructura tridimensional, 

se llevó a cabo un alineamiento estructural entre la estructura tridimensional de la proteína 

PdKTI3 mutada y no mutada (nativa).    

 

II.3.1 Modelamiento 

La estructura refinada de PdKTI3, predicha por Guerra et al., (2015), fue utilizada 

como templado para construir el modelo estructural de PdKTI3 con aminoácidos diferentes 

a los presentes en la estructura nativa. La estructura con las mutaciones: His de la posición 

27 mutada por Ala (H27A); Glu de la posición 29 mutado por Val (E29V); His de la posición 

92 mutada por Ala (H92A); Ser de la posición 70 mutada por Ala (S70A); Met de la posición 

72 mutada por Val (M72V); Ser de la posición 73 mutada por Ala (S73A), fue generada 

usando el software VMD (Humphrey et al., 1996), con el complemento VMD Mutator 



43 
 
 

(Versión 1.3). La sustitución por Ala y/o Val, mediante estudios de mutagénesis sitio-

dirigida, es una alternativa efectiva para revelar la función de otros aminoácidos, que poseen 

mayor peso molecular, mayor volumen o polaridad. Además, ambos residuos presentan un 

carbono beta, distinto a otros aminoácidos pequeños como Gly o Pro, que evita la alteración 

de la estructura tridimensional de la proteína por imposición de efectos estéreo o 

electroquímicos muy importantes (Lefèvre et al., 1997). Se consideró el menor número de 

cambios posibles de nucleótidos para codificar el codón de interés, es decir, se seleccionó 

aquel codón que al menos tuviera un nucleótico en común con el aminoácido original. Por 

ejemplo, en el sitio 1 para el caso de His 92, su codón correspondiente en la secuencia ORF 

de PdKTI3 es CAC. El aminoácido correspondiente para la mutación de His 92 es Ala 92, el 

cual posee cuatro codones que lo codifican: GCU, GCC, GCA y GCG. Por lo tanto, de éstos 

el codón seleccionado para diseñar el partidor mutagenizado es el codón GCC, ya que es el 

único mantiene al menos un nucléotido del codón original (nucleótido subrayado).  

 

II.3.2 Simulación 

La estructura proteica mutada fue solvatada en una caja periódica con moléculas de 

agua TIP3P pre-equilibradas, mediante el complemento VMD Solvate (versión 1.5). Luego 

fue ionizada con 15 mM de iones Cl- y Na+ (concentración promedio del contenido normal 

de cloruro y sodio en el citoplasma de células de Arabidopsis), y neutralizada utilizando el 

complemento VMD Autoionize (versión 1.3), ya que proporciona un medio rápido y fácil de 

hacer que la carga neta del sistema sea cero al agregar los iones de cloro y sodio al solvente. 

Todo esto permite mantener un sistema ideal para mantener condiciones fisiológicas 

celulares similares a las normales (pH 7; pH citoplasmático). A continuación, el efecto de las 

mutaciones sobre PdKTI3 fue evaluado mediante una minimización energética y equilibrio 

termodinámico, realizadas en el software NAMD (Phillips et al., 2005), con el campo de 

fuerzas de CHARMM27 (MacKerell et al., 1998). El algoritmo de gradientes conjugados fue 

utilizado para aumentar gradualmente la temperatura, a lo largo de 12.000 pasos de 

minimización, optimizando energéticamente la estructura inicial. Esto fue seguido de 20 ns 

de dinámica molecular a 298º K, en condiciones isotérmica-isobáricas. El sistema final fue 

comparado y analizado respecto de la estructura no mutada, utilizando el complemento 
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RMSD calculator (Coutsias et al., 2004) de VMD (versión 1.0) (Humphrey et al., 1996). Las 

características espaciales de los aminoácidos de ambas proteínas fueron evaluadas a través 

de un gráfico de Ramachandran, mediante el uso del software PROCHECK (Laskowski et 

al., 1993). Las características energéticas fueron a analizadas con el software ANOLEA 

(Melo et al., 1997). 

 

II.4 Mutagénesis sitio-dirigida, clonación en pYES2/CT y transformación de S. 

cerevisiae. 

 

Una vez que se corroboró que las mutaciones puntuales de los aminoácidos que 

constituyen los sitios de unión a Cu, no generaron cambios en la estructura tridimensional de 

la proteína, se realizó una aproximación experimental utilizando la técnica de mutagénesis 

sitio-dirigida como se describe a continuación.  

 

II.4.1 Diseño de partidores con mutaciones puntuales 

Los partidores utilizados fueron diseñados manualmente dependiendo de la posición 

de los nucleótidos que componen el sitio de unión a Cu predichos por Guerra et al., (2015). 

Cada partidor forward incluyó las mutaciones de los nucleótidos que codifican para los 

aminoácidos del sitio 1 (S1): HIS27-GLU29-HIS92 y del sitio 2 (S2): SER70-MET72-

SER73, los cuales fueron reemplazados por los aminoácidos ALA27-VAL29-ALA92, y por 

ALA70-VAL72-ALA73, respectivamente. Los partidores fueron fosforilados en el extremo 

5’ y diseñados según las indicaciones del sistema Thermo Scientific Phusion Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Thermo Scientific). La secuencia nucleotídica de los partidores utilizados 

se detalla en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Partidores utilizados para generar mutaciones puntuales en el gen PdKTI3. Los 

nucleótidos mutados están escritos en negrita y subrayados. 

 

 

 

II.4.2 Reacción de mutagénesis y ligación del producto de PCR 

La región codificante de PdKTI3, clonada en el vector pGEM®-T Easy Vector 

System (Promega), fue amplificada mediante PCR con los partidores mencionados en la 

Tabla 1, utilizando la enzima Phusion Hot Start DNA Polimerasa (2U/µL) (Thermo 

Scientific). Se realizaron diversas reacciones de PCR que permitieron amplificar los sitios de 

unión a Cu en conjunto o individualmente, obteniéndose tres plásmidos con las mutaciones 

puntuales. Además, se consideró la amplificación del gen PdKTI3 sin mutar, como control 

positivo. Los fragmentos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% en buffer TAE 1X. El producto de PCR fue circularizado en una reacción de 

5 min utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific). El protocolo de amplificación 

Sitio Aminoácido 

reemplazado  

Sentido Secuencia Largo 

(pb) 

1 HIS27-GLU29  Forward CGTGCCGTTGCTGCTGTAGCAGTGAT 26 

  
Reverse AGGAAATATTGAAGTTGCCGTGAAGGCAA  29 

 
HIS92 Forward ACAGTGTCATCGCCGAAGACAGTAAT  26 

  
Reverse CGTTGGATTCTACAACTGGTGAAAATATT 29 

2 SER70-MET72-SER73  Forward GTTTTCCTTGCTCCAGTGGCCAATGGACT 29 

  
Reverse ATCTGAATTGCATATGATACGGCTGGAAGT 30 



46 
 
 

y la enzima T4 DNA ligasa utilizados fueron los provistos por el sistema Thermo Scientific 

Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo Scientific).  

 

II.4.3 Transformación y secuenciación de células de E. coli  

Los plásmidos con las mutaciones puntuales fueron utilizados para transformar la 

cepa DH5α de E. coli. Las bacterias fueron seleccionadas en placas con medio LB y el 

antibiótico de selección ampicilina (100 µg/mL). De las colonias positivas se extrajo DNAp, 

según lo indicado en II.1.3, con el fin de comprobar la presencia del gen mediante una 

reacción de PCR utilizando los partidores con las mutaciones deseadas ya diseñados. El 

DNAp de las colonias que poseían el gen PdKTI3 mutado, fue secuenciado a través del 

servicio de secuenciación de Macrogen (Korea). El análisis de las secuencias mutadas fue 

realizado con Vector NTI® Software-Thermo Fisher Scientific, lo que permitió corroborar 

la correcta mutación puntual en cada caso.     

 

II.4.4 Diseño de partidores para clonación en vector de expresión en levaduras 

Los partidores forward y reverse utilizados para purificar los fragmentos clonados 

desde pGEM®-T, y posteriormente clonarlos en el vector de expresión de levaduras, fueron 

flanqueados por los sitios de restricción de las enzimas KpnI y NotI: 5´-

GGGGTACCATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC-3´ y 5´-

GGGCGGCCGCTTACATCATTTTATACTCGATTTTAGAA-3´, respectivamente. Los 

sitios de restricción adicionados permitieron la clonación de las secuencias en pYES2/CT. 

Los fragmentos obtenidos a partir de la reacción de PCR fueron visualizados mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, en buffer TAE 1X.  

 

II.4.5 Clonación en pYES2/CT 

El vector pYES2/CT Yeast Expression (Invitrogen), es un vector de expresión en S. 

cerevisiae que se caracteriza por poseer el gen URA3 para selección en levaduras, y el 

promotor inducible por galactosa GAL1. Los fragmentos amplificados a partir de DNAp de 

PdKTI3, mutados en el sitio 1, sitio 2, ambos sitios a la vez, y sin mutar, fueron ligados con 

la enzima T4 DNA Ligasa (New England BioLabs) al vector pYES2/CT. La correcta ligación 
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fue corroborada mediante digestión enzimática con las enzimas KpnI y NotI, de acuerdo a 

protocolo del fabricante. 

 

II.4.6 Transformación de células competentes de S. cerevisiae 

Para la expresión heteróloga se consideró la cepa mutante cup2Δ de S. cerevisiae, 

sensible a Cu, disponible en Euroscarf (www.uni-rankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/) bajo el 

número de acceso YGL166W. Esta cepa se caracteriza por ser sensible a Cu, es decir, no es 

capaz de crecer en medios suplementados con este metal, debido a que no codifica una 

proteína de unión a DNA (activada por este metal), que a su vez regula la expresión de MT 

(Buchman et al., 1989). Adicionalmente, se utilizó una cepa wild-type BY4741 como control. 

Las células competentes wild-type y cup2Δ, fueron transformadas con el vector de expresión 

pYES2/CT vacío (sin PdKTI3), constituyendo un control positivo y negativo, 

respectivamente. Además, se transformó la cepa cup2Δ con el gen PdKTI3 (a) sin mutar 

(PdKTI3), (b) mutado en el sitio 1 (PdKTI3S1Δ), (c) mutado en el sitio 2 (PdKTI3S2Δ) y (d) 

mutado en ambos sitios a la vez (PdKTI3S1S2Δ), generando seis transformaciones. Todas 

las transformaciones se hicieron según el sistema S.c EasyCompTM Transformation Kit 

(Invitrogen), considerando 1µg de DNAp para cada construcción. Las células transformantes 

fueron crecidas en placas con medio SC con galactosa 2%, 0.67% Yeast nitrogen base w/o 

AA (USBiological), y 0.07% -Ura DO Supplement (Clontech). La presencia del transgen fue 

corroborada mediante PCR. 

 

II.5 Ensayo de estrés por Cu en levaduras 

 

Primeramente, con el propósito de determinar si la proteína PdKTI3 está asociada a 

tolerancia a Cu, se realizó un ensayo de estrés en S. cerevisiae sometidas a altas 

concentraciones de CuSO4, con el objetivo de comparar la tolerancia al estrés entre la cepa 

wild-type transformada con el vector de expresión pYES2/CT vacío, y la cepa mutante cup2Δ 

expresando el gen PdKTI3 sin mutar. Se consideró también la cepa cup2Δ transformada con 

el vector vacío, como control negativo. Para esto, las levaduras fueron crecidas en medio 

líquido SC con 2% de galactosa, con el fin de inducir el promotor GAL1 y activar la 
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transcripción del gen de interés, y con 0.07% de -Ura DO Supplement para selección de las 

levaduras. La OD fue estandarizada a 1 para las tres líneas transformantes, las cuales fueron 

sembradas en spots (2 µl) en diluciones seriadas (100, 10-1, 10-2, 10-3), en placas con medio 

SC (2% galactosa, 0.07% -Ura DO Supplement) sin metal (control), y con 60 µM, 100 µM, 

500 µM, 1 mM, 2 mM, 3 mM y 4 mM de CuSO4. El Cu fue aplicado como CuSO4 en solución 

de Ca(NO3)2 a 0.5g/L.  Las placas fueron incubadas por 72 h a 28 °C. 

 

Para los ensayos de evaluación funcional de los sitios de unión a Cu mutagenizados 

en PdKTI3, en levaduras mutantes sensibles a este metal (cup2Δ) descritas en el punto II.4.6, 

se consideraron las mismas condiciones de crecimiento, siembra e incubación descritas en el 

ensayo anterior, no así la concentración de Cu utilizada, ya que para las seis líneas 

transformantes fue de 60 µM CuSO4.  

 

II.6 Cinética de crecimiento de levaduras 

 

Una cinética de crecimiento de las cepas de S. cerevisiae transgénicas fue realizada 

para evaluar cuantitativamente su desempeño en medio SC con diferentes concentraciones 

de Cu. Para este ensayo se consideraron las siguientes cepas: (a) wild-type transformada con 

el vector pYES2/CT vacío, (b) mutante cup2Δ transformada con el vector pYES2/CT vacío, 

(c) mutante cup2Δ expresando el gen PdKTI3 sin mutar, y (d) mutante cup2Δ expresando el 

gen PdKTI3 mutado en ambos sitios de unión a Cu. Las células fueron crecidas en medio 

líquido SC con galactosa 2%, 0.67% Yeast nitrogen base w/o AA (USBiological), y 0.07%  

-Ura DO Supplement (Clontech). Se consideró una condición control (SC), y las siguientes 

concentraciones de estrés: 1 mM, 2 mM y 4 mM de CuSO4. Estas concentraciones fueron 

seleccionadas considerando los resultados obtenidos en el ensayo anterior (Fig. 3), por lo que 

las concentraciones fueron duplicadas a partir del momento en que la cepa wild-type empezó 

a cesar su normal crecimiento. La OD fue estandarizada a 1 y se realizaron tres réplicas 

técnicas por cada línea de transformantes y concentración. El equipo NANOQUANT Infinite 

M200 PRO (Tecan) fue utilizado para incubar los cultivos líquidos en agitación y medir la 
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OD, cada hora, durante 72 h. Los datos obtenidos fueron analizados con el software 

GraphPad Prism 6.  

 

II.7 Localización subcelular de la proteína PdKTI3 

 

La determinación de la localización subcelular de la proteína PdKTI3 se llevó a cabo 

mediante dos técnicas diferentes. Esta determinación fue necesaria con el fin de validar el 

primer resultado con una tecnología más precisa, la cual no estaba disponible al inicio del 

experimento. La primera, fue mediante experimentos de expresión transitoria en células 

epidermales de catáfilo de cebolla, sin considerar marcadores sub celulares. Por su parte, la 

segunda aproximación fue mediante experimentos de agroinfiltración en hojas de tabaco, en 

la cual la localización de la proteína fue determinada mediante la co-localización con 

marcadores subcelulares de membrana plasmática, retículo endoplasmático, golgi, vacuola y 

mitocondria. Las transformaciones obtenidas con ambas técnicas fueron visualizadas en un 

microscopio confocal (Sistema Zeiss- LSM-510). 

 

II.7.1 Determinación de la localización subcelular de PDKTI3 en catáfilos de cebolla 

 

II.7.1.1 Diseño de partidores 

La determinación de la localización subcelular de la proteína PdKTI3 se llevó a cabo 

mediante la fusión de ésta a la proteína GFP. Los partidores fueron diseñados de tal forma de 

introducir el gen PdKTI3 en la inserción en la orientación amino y carboxilo del gen GFP, 

en el vector de localización pAM1 (derivado de los vectores pGreen0029 y pA7-GFP 

[Ryngajllo et al., 2011]). Para la inserción en el extremo amino de GFP, los partidores 

utilizados fueron 5’- ACTCGAGATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC-3’ (forward) y 

5’-ATCCATGGCCATCATTTTATACTCGATTTTAGAA-3’ (reverse), a los cuales se les 

adicionó los sitios de restricción para las enzimas XhoI y NcoI, respectivamente. 

Adicionalmente, para el partidor reverse, el codón de término fue eliminado. Para la inserción 

en la orientación carboxilo de GFP, se diseñaron los partidores  5’-

ATCTAGAAATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC-3’ (forward) y 5’-
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AGGATCCTTACATCATTTTATACTCGATTTTAGAA-3’ (reverse), a los cuales se les 

adicionó los sitios de restricción para las enzimas  XbaI y BamHI, respectivamente. Los 

partidores fueron diseñados utilizando el software Vector NTI® Software-Thermo Fisher 

Scientific. De este modo, se generaron dos proteínas de fusión: PdKTI3:GFP y GFP:PdKTI3, 

las cuales fueron empleadas para transformar células competentes de E. coli. 

 

II.7.1.2 Amplificación y ligación al vector de localización 

La región codificante de PdKTI3 fue amplificada a partir del gen PdKTI3 ya clonado 

en el vector pGEM®-T Easy Vector System (Promega), con los partidores diseñados, 

descrito en el punto II.1.2. Luego, visualizada en un gel de agarosa (1%) y purificada 

utilizando los sistemas Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega). Los 

fragmentos purificados fueron ligados al vector pAM1, utilizando el sistema de 

recombinación mediante enzimas de restricción XhoI/ NcoI, y XbaI/BamHI. Las células de 

la cepa bacteriana DH5α de E. coli fueron transformadas con los plásmidos recombinantes, 

según el método descrito por Sambrook et al., (1989). Las bacterias fueron seleccionadas en 

placas con medio LB y el antibiótico de selección kanamicina (50 mg/L). Para comprobar la 

presencia del gen, DNAp de las colonias transformantes fue extraído mediante el sistema de 

minipreparación de plásmidos EZNA (Omega Bio-Tek). Este DNAp fue amplificado 

mediante una reacción de PCR utilizando, los partidores ya diseñados, y digerido con las 

enzimas XhoI-NcoI y XbaI-BamHI, según la inserción en el vector, para corroborar la 

correcta inserción del gen en el vector. 

 

II.7.1.3 Transformación de catáfilos de cebolla 

Las construcciones que codificaban las proteínas de fusión fueron purificadas y 

utilizadas para transformación transitoria de células epidermales de cebolla, mediante el 

bombardeo de partículas. Como control, se utilizó el vector pAM1 vacío (expresando GFP 

de forma constitutiva). Se empleó partículas de oro de 1.0 μm (Bio-Rad, USA), cubiertas con 

el DNAp conteniendo las construcciones de interés. Para esto, a las partículas de oro (1,5 

mg) disueltas en 50 μl de agua, previamente sonicadas, se les agregó (mediante agitación por 

vortex constante): 5 μl de DNAp (1 μg/μl), 50 μl de CaCl2 2.5 M y 20 μl del antibiótico 
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espermidina (0.1 M; Sigma). El sobrenadante fue removido y las partículas fueron lavadas 

con 140 μl de etanol 70%, luego con 140 μl de etanol 100%, y finalmente resuspendidas en 

48 μl de etanol 100%. Esta última solución fue utilizada para cargar cuatro discos 

macrocarrier. Previo al bombardeo, las láminas epiteliales de cebolla fueron colocadas en 

placas petri con medio MS (sin sacarosa) durante 4 h. El bombardeo se llevó a cabo con un 

cañón Bio-Rad PDS 1000/He, con disco de ruptura de 1350 psi y bajo una presión de vacío 

de 25 pulgadas de Hg. Después del bombardeo, las placas con el tejido epidermal fueron 

selladas e incubadas en oscuridad por 24 h a 22 °C. El proceso de recubrimiento de las 

partículas de oro y el bombardeo se realizó según las instrucciones del fabricante (Particle 

Delivery System-BIO-RAD). Se consideraron cuatro réplicas para cada construcción, y la 

fluorescencia emitida por GFP fue visualizada mediante microscopía confocal (Sistema 

Zeiss- LSM-510).  

 

II.7.2 Determinación de la localización subcelular de PDKTI3 en hojas de tabaco 

 

II.7.2.1 Diseño de partidores 

Los partidores fueron diseñados según el sistema de clonación Gateway® 

(Invitrogen), específicamente de acuerdo a las instrucciones del kit pENTR™/SD/D-TOPO® 

Cloning (Invitrogen). Así, los partidores 5’- 

CACCATGAAGATCACTAACTTTCTAGTGC–3’ (forward) y 5’- 

CATCATTTTATACTCGATTTTAGAA–3’ (reverse) permitieron amplificar los 

fragmentos de PdKTI3 clonados desde pGEM®-T, y posteriormente clonarlos en el vector 

pENTR/SD/D-TOPO.      

 

II.7.2.2 Amplificación y ligación de PdKTI3 

La región codificante de PdKTI3 fue amplificada con los partidores indicados en el 

punto anterior, visualizada en un gel de agarosa (1%) y purificada utilizando los sistemas 

Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega). La reacción de ligación del producto 

de PCR con el vector pENTR/SD/D-TOPO fue llevada a cabo según las instrucciones del kit 

pENTR™/SD/D-TOPO® Cloning (Invitrogen).  
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II.7.2.3 Transformación de células competentes de E. coli y secuenciación 

Las células de la cepa DH5α de E. coli fueron transformadas con los plásmidos 

recombinantes, según el método descrito por Sambrook et al., (1989). Las bacterias fueron 

seleccionadas en placas con medio LB y kanamicina (50 mg/l). El DNAp fue extraído desde 

las colonias transformantes mediante el sistema de minipreparación de plásmidos EZNA 

(Omega Bio-Tek). La presencia del plásmido fue comprobada mediante una reacción de 

PCR, utilizando los partidores ya indicados. La correcta inserción del transgen fue 

corroborada a través de secuenciación del DNAp extraído de las colonias transformantes.  

 

II.7.2.4 Purificación vectores de co-localización y destinación 

El vector pK7FWG2 fue utilizado como vector de destinación Gateway para ser 

recombinado con PdKTI3 (Karimi et al., 2002). Su regulación génica está dada por el 

promotor CaMV 35S y la emisión fluorescente por la proteína eGFP. Se utilizaron los 

siguientes vectores marcadores de organelo: membrana plasmática, pm-rk, retículo 

endoplasmático, ER-rk, Golgi, G-rk, vacuola, vac-rk, y mitocondria, mt-rk (Nelson et al., 

2007). Todos estos vectores contenían la proteína roja fluorescente mCherry, y fueron 

adquiridos en el Arabidopsis Biological Resource Center de la Ohio State University. Todos 

los vectores fueron purificados mediante minipreparaciones de plásmidos utilizando el KIT 

EZNA (Omega Bio-Tek).  

 

II.7.2.5 Recombinación PdKTI3 con el vector de destinación y transformación de 

Agrobacterium tumefaciens. 

El vector de entrada pENTR/SD/D-TOPO fue recombinado al vector de destinación 

pK7FWG2, con la enzima Gateway® LR Clonase®, según las indicaciones del proveedor 

(Invitrogen). Luego, se procedió a transformar químicamente la cepa GV1303 de A. 

tumefaciens (Xu & Li, 2008) con el DNAp del vector recombinado, y con cada vector de 

localización subcelular: pm-rk, ER-rk, G-rk, vac-rk y mt-rk. Además, se consideró el vector 

pK7FWG2 vacío como control. Las bacterias transformadas fueron crecidas y seleccionadas 

en medio YM sólido (0,04% p/v de extracto de levadura, 1% p/v manitol, 1,7 mM NaCl, 0,8 

mM MgSO4•7H2O, 2,2 mM K2HPO4 y 1,5% p/v de agar), con los siguientes antibióticos: 
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rifampicina (100 mg/l), gentamicina (25 mg/l) y kanamicina (50 mg/l). Para el medio en el 

que se cultivó las bacterias con el vector vacío pK7FWG2 y el vector con el gen PdKTI3  se 

utilizó espectinomicina (50 mg/l), en vez de kanamicina.  Luego de 48 h de incubación a 28 

°C, las colonias transformadas positivamente fueron analizadas por PCR. Para el caso del 

vector recombinado expresando PdKTI3 se utilizó los partidores mencionados en el punto 

2.6.1. Los fragmentos amplificados fueron visualizados en gel de agarosa al 1%.  

 

II.7.2.6 Agroinfiltración de hojas de tabaco  

La localización subcelular de la proteína PdKTI3 fue realizada mediante expresión 

transitoria en hojas de tabaco (Nicotiana benthamiana). Para ello, las bacterias (A. 

tumefaciens) transformadas con las siete construcciones: vector pK7FWG2 vacío (control), 

expresando PdKTI3 de manera constitutiva, y los cinco marcadores subcelulares 

mencionados en el punto anterior, fueron cultivadas durante 48 h a 28 °C en medio líquido 

LB, con los antibióticos rifampicina (100 mg/l), gentamicina (25 mg/l), y kanamicina (50 

mg/l). Para las bacterias con el vector vacío pK7FWG2 y para el vector con el gen PdKTI3 

se utilizó espectinomicina (50 mg/l). Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 5000 

rpm por 10 min, luego de lo cual el sedimento bacteriano fue resuspendido en un tercio del 

volumen con el medio de infiltración (agua destilada estéril). Hojas de plantas de tabaco de 

12 semanas fueron agroinfiltradas por su cara abaxial, utilizando una jeringa de 1 ml 

(NIPRO), la cual contenía el medio de infiltración con la construcción respectiva. Cada 

experimento fue realizado en triplicado, a fin de identificar el mismo patrón de fluorescencia. 

Luego de 48 h, las células fueron visualizadas y documentadas en un microscopio confocal 

(Sistema Zeiss- LSM-700 AxioObserver). Para ello, se utilizaron dos filtros: (i) para la 

fluorescencia de eGFP, longitud de onda de excitación de 488 nm, y (ii) para mCherry, 

longitud de onda de excitación de 568 nm. El objetivo del microscopio confocal con el cual 

se obtuvieron las imágenes fue un Fluar 40x/1.30 Oil M27. El análisis de las imágenes se 

llevó a cabo con el software ZEN2010. 
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III.1 PdKTI3 mejora la tolerancia a Cu en una cepa mutante de S. cerevisiae sensible a 

este metal. 

 

Con el objetivo de comparar la tolerancia de la cepa wild-type de S. cerevisiae, frente 

a la cepa mutante cup2Δ complementada con PdKTI3, en condiciones de estrés por Cu, se 

realizó un ensayo considerando su exposición a concentraciones de estrés, en un rango de 60 

µM a 4 mM de CuSO4. Los resultados obtenidos son mostrados en la Fig. 3. En la condición 

control, las levaduras con las tres construcciones evaluadas crecieron sin problemas, dada la 

ausencia de Cu en el medio (Fig. 3 a-c). A medida que se adicionó CuSO4 al medio, la cepa 

de levadura mutante transformada con el vector vacío cesó su crecimiento (Fig. 3 c), mientras 

que las cepas correspondientes a las otras dos construcciones (Fig. 3 a-b) crecieron de forma 

similar hasta 100 µM de CuSO4. Para el caso de la cepa wild-type, a 500 µM de CuSO4 se 

observa un menor crecimiento en la dilución 10-3 (Fig. 3 a), al igual que en 1 mM de CuSO4, 

en comparación con la cepa mutante complementada con el gen PdKTI3 (Fig. 3 b). La 

concentración de Cu limitante para el crecimiento de la cepa wild-type fue 2 mM CuSO4 (Fig. 

3 a), mientras que la concentración limitante para el crecimiento de la cepa mutante 

complementada con el gen PdKTI3 fue de 4 mM CuSO4.  
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Figura 3. Evaluación del crecimiento de levaduras a diferentes concentraciones de CuSO4. (a) 

WT + pYES2/CT, (b) cup2Δ + pYES2/CT-PdKTI3, (c) cup2Δ + pYES2/CT. Las diluciones seriadas 

son mostradas bajo los valores 100, 10-1, 10-2, 10-3. Las placas con las levaduras sembradas en spot 

fueron incubadas por 72 h a 28 °C. 
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III.2 PdKTI3 revierte el fenotipo sensible a Cu de una cepa mutante de S. cerevisiae, 

superando la tolerancia de la cepa wild-type. 

 

Para complementar los resultados del ensayo de estrés por Cu realizados con las 

levaduras sembradas en medio sólido (Fig. 3), se realizó un ensayo de cinética de crecimiento 

durante 72 h a fin de realizar una evaluación cuantitativa. Los resultados obtenidos son 

mostrados en la Fig. 4. En la condición control (Fig. 4 a) se observó que no existieron 

diferencias significativas en el crecimiento de las cuatro cepas, todas alcanzaron la fase 

plateau. En tanto, en 1 mM de CuSO4 (Fig. 4 b) sólo crecieron la cepa wild-type transformada 

con el vector de expresión pYES2/CT vacío, y la cepa cup2 Δ complementada con PdKTI3. 

Por otra parte, la cepa sensible a Cu cup2Δ, transformada con el vector pYES2/CT vacío, y 

la cepa cup2Δ, transformada con PdKTI3 mutado en ambos sitios de unión a Cu 

(PdKTI3S1S2Δ), no alcanzaron la fase log en las tres condiciones de estrés por Cu (Fig. 4 b-

d). Por el contrario, a 2 mM de CuSO4 ya se observan diferencias significativas entre el 

crecimiento de la cepa wild-type transformada con el vector de expresión pYES2/CT vacío, 

y la cepa cup2Δ complementada con PdKTI3, alcanzando esta última una OD mayor a las 72 

h (Fig. 4c). Para el caso de 4 mM de CuSO4 (Fig. 4 d), se observa que sólo la cepa cup2Δ 

complementada con PdKTI3 es capaz de alcanzar la fase plateau, a diferencia de la cepa 

wild-type que no fue capaz de crecer en las mismas condiciones.  
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Figura 4. Cinética de crecimiento de levaduras en medio líquido, a diferentes concentraciones 

de CuSO4, durante 72 h.  (a) Condición control (sin Cu adicionado). (b) Condición estresante a 1 

mM de CuSO4. (c) Condición estresante a 2 mM de CuSO4. (d) Condición estresante a 4 mM de 

CuSO4.   ▲ cup2Δ + pYES2/CT-PdKTI3; ▼ cup2Δ + pYES2/CT- PdKTI3S1S2Δ; ■ cup2Δ + 

pYES2/CT; ● WT + pYES2/CT. Letras distintas indican diferencia estadística significativa con valor-

p < 0,05; test de Tukey. 
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III.3 La expresión heteróloga de PdKTI3 en A. thaliana confiere tolerancia a exceso de 

Cu. 

Los niveles de expresión del gen PdKTI3, en las plantas de A. thaliana transformadas 

sometidas a estrés por Cu, fueron evaluados. La expresión heteróloga de PdKTI3 fue 

comandada por el promotor constitutivo CaMV 35S, lo que en teoría produce una expresión 

constante del gen, independiente de las condiciones ambientales en las cuales las plantas son 

ensayadas. En la Fig. 5, para ambas condiciones de exposición a Cu (0 [control] y 75 µM 

CuSO4) se observó una diferencia significativa en la expresión de PdKTI3 entre el genotipo 

wild-type y las líneas transgénicas L21, L27 y L30, lo que demuestra la efectividad de la 

transformación con un promotor de expresión constitutiva, junto con la expresión 

diferenciada de PdKTI3 en las tres líneas transgénicas seleccionadas.  

 

 

 

Figura 5. Expresión relativa del gen PdKTI3 bajo condiciones de estrés por exceso de Cu en 

plántulas de A. thaliana.  La abundancia relativa de los niveles de transcritos del gen fue determinada 

mediante qPCR utilizando cDNA de la planta completa de Arabidopsis. Los valores de expresión 

fueron normalizados con gen de expresión constitutiva F-box. 
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El rol de la proteína PdKTI3 en respuesta a estrés por Cu, fue evaluado en plantas de 

A. thaliana que expresaron constitutivamente el gen PdKTI3, sometidas a 50 y 75 µM CuSO4. 

En condiciones control (0 µM CuSO4) no se observó diferencia fenotípica entre el genotipo 

wild-type y las líneas transgénicas L21, L27 y L30 (Fig. 6 a), ya sea en el incremento del 

largo radicular (de la raíz primaria), como en la biomasa foliar. Por el contrario, a 50 µM 

CuSO4 sí se observaron diferencias entre los distintos genotipos. Las líneas L27 y L30 

presentaron un mayor largo radicular, en comparación a la wild-type, y la línea L21 (Fig. 6 

b). Este resultado se correlacionó con la cuantificación del largo radicular, en el cual a 0 µM 

CuSO4, no existieron diferencias significativas entre los cuatro genotipos evaluados, mientras 

que a 50 µM CuSO4 sólo la línea L27 y L30 fueron significativamente diferentes de los otros 

dos genotipos (Fig. 6 c). 

 

 

 

Figura 6. Efecto del CuSO4 sobre estructuras aéreas y elongación radicular en líneas 

transgénicas de A. thaliana que expresan heterólogamente PdKTI3. (a) Largo raíz primaria a 0 

µM CuSO4 (control).  (b) Largo raíz primaria a 50 µM CuSO4 en plántulas de 7 días post-estrés. (c) 

Incremento del largo radicular (∆) post-estrés por Cu. Para este cálculo fueron utilizadas tres replicas 
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biológicas para cada genotipo, provenientes de tres experimentos independientes de cada 

concentración de CuSO4. Los datos son promedio ± D.E. Letras distintas indican diferencia estadística 

significativa con valor-p < 0,05; test de Tukey. (d) Estructuras aéreas de las plantas bajo 75 µM 

CuSO4. Las barras blancas y negras indican 1 cm de largo. 

 

Cuando las plántulas fueron sometidas a condiciones de 75 µM CuSO4 no se 

observaron diferencias en el largo radicular, sin embargo, sí en la coloración de las hojas de 

la roseta (Fig. 6 d). La línea L21 mostró un fenotipo similar al wild-type, sin embargo, las 

líneas L27 y L30 mostraron una coloración rojo-pardo menos intensa, asemejándose al 

genotipo wild-type en condiciones control (Fig. 6 d). A pesar del cese del crecimiento, a 75 

µM CuSO4 las plántulas continuaron su desarrollo generando abundantes raíces laterales, 

sobrellevando el exceso de Cu (Fig. 7). Notablemente, la línea transgénica L21, es la que 

presenta una mayor expresión de PdKTI3, y a la vez la que se comporta más similar al 

genotipo wild type bajo condiciones de estrés por exceso de Cu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto de 75 µM CuSO4 en la formación de raíces laterales en A. thaliana. (a) Genotipo 

wild-type. (b) Línea L21. (c) Línea L27. (d) Línea L30. Las barras blancas indican 1 cm de largo. 

a b 

c d 
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III.4 La expresión constitutiva del gen PdKTI3 en A. thaliana, disminuye la generación 

de radicales superóxido bajo condiciones de estrés por Cu; complementando, mediante 

un efecto indirecto, la maquinaria antioxidante propia de ésta. 

 

Una detección histoquímica del radical superóxido, mediante tinción con NBT, fue 

realizada en las plantas transformadas, con el objetivo de evaluar la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno generadas por el estrés oxidativo asociado al Cu. Los resultados son 

mostrados en la Fig. 8, en la cual se observan tres condiciones para cada genotipo: previo a 

la tinción, post tinción, y control. De forma previa a la tinción, en condiciones de 0 µM 

CuSO4 no se observaron diferencias fenotípicas entre las plantas wild-type y las líneas L21, 

L27 y L30. Sin embargo, a 75 µM CuSO4 existió una diferencia en biomasa y coloración 

foliar entre el genotipo wild-type y las líneas L27 y L30, siendo el genotipo wild-type el que 

presentó una menor biomasa y un mayor pardeamiento foliar. Al realizar la tinción con NBT 

se observó una posible acumulación de radicales superóxido, dada la generación de formazán 

en los tejidos (evidenciado por la coloración azul). Bajo condiciones control, 0 µM CuSO4, 

esta acumulación fue notoria para todos los genotipos, lo que indica que, tanto para el 

genotipo wild-type, como para las líneas L21, L27, y L30 existiría producción de radicales 

superóxido en condiciones normales. Sin embargo, bajo condiciones de estrés (75 µM 

CuSO4), esta producción se redujo tanto para las tres líneas transgénicas como el genotipo 

wild-type, observándose una mínima coloración azul en los tejidos analizados. Ésto indicaría 

que el genotipo wild type posee ciertas características que le permitieron sobrellevar el estrés 

de una manera similar a las líneas transgénicas. Este resultado es discutido en la página 78. 
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Figura 8. Evaluación cualitativa de la acumulación de radicales superóxido mediante tinción 

NBT bajo condiciones de estrés por exceso de cobre (75 µM CuSO4) en A. thaliana. Condición 

control corresponde a buffer fosfato sin NBT adicionado.  

 

La evaluación mediante tinción NBT fue complementada con el análisis de los niveles 

de expresión (a nivel de transcritos) de genes marcadores de estrés oxidativo.  
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En la Fig. 9 se muestran los niveles de expresión del gen que codifica para la enzima 

superóxido dismutasa, CSD1, el cual fue inducido bajo condiciones de estrés por exceso de 

Cu. Para el genotipo wild-type se observó una inducción significativa de la expresión del gen 

a 75 µM CuSO4. Esta inducción se correlaciona con el fenotipo de tinción con NBT 

observado en la Fig. 8. Por el contrario, en la condición control (0 µM CuSO4), los niveles 

de expresión de CSD1 fueron significativamente menores, lo que se vio reflejado en una 

mayor acumulación de radicales superóxido, de acuerdo a la tinción con NBT. Para el caso 

de las líneas transgénicas L21, L27 y L30, la expresión del gen CSD1 no difirió 

significativamente del control. Sin embargo, los niveles de expresión fueron 

significativamente más bajos que el genotipo wild-type, cuando las plantas fueron sometidas 

a estrés por exceso de Cu (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión relativa del gen marcador de estrés oxidativo CSD1 bajo condiciones de 

estrés por exceso de Cu en plántulas de A. thaliana.  La abundancia relativa de los niveles de 

transcritos del gen CSD1 se determinó mediante qPCR utilizando cDNA de la planta completa de 

Arabidopsis. Los valores de expresión fueron normalizados con gen de expresión constitutiva F-box. 
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Adicionalmente al gen CSD1, se evaluó la expresión del gen CCS, que codifica para 

una proteína chaperona de Cu. La Fig. 10 muestra una inducción de la expresión del gen para 

el genotipo wild-type bajo condiciones de estrés por exceso de Cu, similar a lo ocurrido con 

el gen CSD1. De igual forma, para las líneas transgénicas L21, L27 y L30, no hubo una 

inducción significativa en la expresión de CCS entre la condición control y la de estrés. Por 

tanto, los genes marcadores de estrés CSD1 y CCS, indican que las plantas sí presentaban 

una condición estresante, mostrando un mejor comportamiento frente al estrés las plantas 

transgénicas que la wild type. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expresión relativa del gen marcador de estrés oxidativo CCS bajo condiciones de 

estrés por exceso de Cu en plántulas de A. thaliana.  La abundancia relativa de los niveles de 

transcritos del gen CSS se determinó mediante qPCR utilizando cDNA de la planta completa de 

Arabidopsis. Los valores de expresión fueron normalizados con gen de expresión constitutiva F-box. 
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III.5 El modelamiento de las proteínas mutadas en el sitio 1 y sitio 2 de PdKTI3 no 

altera su estructura tridimensional. 

 

Un modelo estructural de la proteína PdKTI3, PdKTI3S1S2Δ, considerando 

mutaciones en los nucleótidos correspondientes a los dos sitios de unión a Cu, fue obtenido 

a partir del modelo predicho por Guerra et al., (2015). El modelo generado fue sometido a 

una dinámica molecular de 20 ns para evaluar el efecto de ambas mutaciones en su estructura 

tridimensional. Este nuevo modelo es presentado junto al modelo estructural de la proteína 

PdKTI3 nativa en la Fig. 11. La mutación del sitio S1 no provocó alteraciones energéticas ni 

conformacionales en la proteína (Fig. 11 b, 12 y 13). En tanto, el sitio S2 mutado provoca 

una pequeña perturbación energética, centrada en los aminoácidos 73, 74 y 75. 

Conformacionalmente, el aminoácido 73 se encontraría impedido estereoquímicamente (Fig. 

11 c, 12 y 13). La proteína con los sitios mutados presenta pocas regiones energéticamente 

desfavorables, similar por lo presentado por Guerra et al., (2015) (Fig. 12). Ello se refleja en 

el gráfico de Ramachandran, el cual revela que el 98,9% de los aminoácidos totales fueron 

ubicados en regiones espacialmente muy favorables o permitidas y sólo el 1,1% en regiones 

desfavorables (Fig. 13). La desviación espacial de los carbonos alfa, respecto de la proteína 

nativa es de 3,63 Å (RMSD). De esta manera, los resultados muestran que las mutaciones no 

alteraron la estructura tridimensional de PdKTI3Δ. 
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Figura 11. Modelo tridimensional de PdKTI3 incluyendo mutaciones en los nucleótidos 

correspondientes a los sitios de unión a Cu. (a) Alineamiento estructural entre PdKTI3 modificada 

(en azul) y la nativa (en rojo). Los aminoácidos reemplazados son representados en bastones 

amarillos, y los nativos, en verde. El Sitio 1 se ubica a la izquierda, en tanto que, el Sitio 2 a la derecha. 

(b) Vista detallada del Sitio 1. (c) Vista detallada del Sitio 2. 

 

 

Figura 12. Gráfico de energías para cada residuo presente en el modelo molecular de 

PdKTI3S1S2Δ. La figura representa el resultado del análisis con ANOLEA. Los asteriscos rojos 

corresponden al sitio 1 mutado, y los negros al sitio 2 mutado. En verde, energías no enlazantes 

favorables, y en rojo no favorables.  La línea punteada indica el sitio activo de la proteína.  
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Figura 13. Gráfico de Ramachandran para PdKTI3 derivada de modelo con mutaciones. En 

rojo se indican las regiones de residuos más favorecidos, en amarillo y café los permitidos y en blanco 

los fuera de rango. 
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III.6 Los aminoácidos del sitio 1 (His, Glu, His) y 2 (Ser, Met, Ser) son fundamentales 

en la actividad de la proteína involucrada en la tolerancia a Cu en S. cerevisiae. 

 

Con el objetivo de determinar la funcionalidad de los sitios de unión a Cu de PdKTI3, 

bajo condiciones de estrés por exceso de Cu, se utilizó una aproximación de mutagénesis 

sitio-dirigida de los nucleótidos correspondientes a los aminoácidos que componen dichos 

sitios de unión (Guerra et al., 2015). Para ello se utilizó la cepa mutante cup2Δ, sensible a Cu 

(Buchman et al., 1989). El crecimiento de las levaduras bajo la condición de estrés, inducida 

por la presencia de 60 µM CuSO4, es mostrado en la Fig. 14. La cepa wild-type transformada 

con el vector de expresión vacío, fue utilizada como control positivo, creciendo en ambas 

condiciones. La cepa mutante cup2Δ transformada con el vector vacío, fue utilizada como 

control negativo, creciendo sólo en la condición control. Cuando la cepa mutante fue 

complementada con el gen PdKTI3, el fenotipo de la cepa wild-type fue recuperado, 

otorgando tolerancia a Cu. Por su parte, las cepas cup2Δ complementadas con el gen PdKTI3, 

con las mutaciones puntuales en el sitio 1 (PdKTI3S1Δ), sitio 2 (PdKTI3S2Δ), y en ambos 

sitios a la vez (PdKTI3S1S2Δ), no crecieron bajo estrés por Cu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Evaluación funcional de los sitios de unión a Cu mutagenizados en PdKTI3, en 

levaduras mutantes sensibles a este metal (cup2Δ). PdKTI3S1 Δ: H92A, E29V, H27A. PdKTI3S2 

Δ: S70A, M72V, S73A. PdKTI3S1S2 Δ: H92A, E29V, H27A, S70A, M72V, S73A. Las placas con 

las levaduras sembradas en spot fueron incubadas por 72 h a 28 °C. 
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III.7 PdKTI3 está localizada en el retículo endoplasmático y la vacuola. 

 

Establecer la localización subcelular de PdKTI3 permitirá comprender de una mejor 

manera su posible mecanismo de acción, asociándolo a su función. Estos resultados 

potenciarán la caracterización de esta proteína en relación a su función con metales pesados. 

 

Para ello, la localización de la proteína PdKTI3 fue realizada mediante dos protocolos 

distintos (punto 2.6). El primero, utilizó la técnica de bombardeo de partículas de oro sobre 

catáfilos de cebolla, con dos construcciones diferentes: con el gen PdKTI3 insertado en el 

extremo amino de GFP (35S::PdKTI3-GFP) y con el gen PdKTI3 insertado en el extremo 

carboxilo de GFP (35S::GFP-PdKTI3). Los resultados indicaron que la proteína podría no 

estar asociada a un organelo específico, y sugirieron que podría ser transportada vía retículo 

endoplasmático (Fig. 15 d-f). La presencia de un péptido señal, identificado previamente por 

análisis de secuencia, podría estar asociado con la formación de agregados proteicos cuando 

se expresó la construcción 35S::GFP-PdKTI3 (Fig. 15 g-i). Dado estos resultados, y con el 

objetivo de precisar la localización subcelular de la proteína PdKTI3, se utilizó una segunda 

aproximación, aplicando expresión transitoria en células epidermales de tabaco y marcadores 

subcelulares específicos (ver punto II.6.2). Los resultados de esta etapa indicaron que la señal 

de GFP se superpone con la señal de mCherry para el caso del marcador ER-rk (Fig. 16 f), y 

vac- rk (Fig. 16 i), lo que sugiere fuertemente que esta proteína se dirige hacia el retículo 

endoplasmático y a la vacuola. Cuando el marcador pm-rk fusionado a mCherry y PdKTI3-

GFP se co-expresaron (Fig. 16 c), la fluorescencia de GFP y mCherry no se superpuso por 

completo, lo que sugiere que existe una asociación de la proteína a la membrana plasmática. 

Por otro lado, ensayos de co-localización de PdKTI3 con los marcadores mt- rk y G- rk, 

indicaron que no existió una superposición de señales de GFP y mCherry, lo que sugiere que 

esta proteína no estaría localizada ni en la mitocondria, ni el aparato de Golgi (Fig. 17 i-l). 
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Figura 15. Expresión transiente de PdKTI3 en células epidermales de cebolla. (a-c), células 

transformadas con vector vacío (35S::GFP). (d-i), células transformadas con las construcciones 

35S::PdKTI3-GFP y 35S::GFP-PdKTI3. Los tejidos transformados fueron analizados mediante 

microscopía confocal luego de 24 h del bombardeo.  
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Figura 16. Localización subcelular de la proteína PdKTI3 fusionada a GFP, mediante expresión 

transitoria en células epidermales de hojas de N. benthamiana, utilizando los marcadores 

subcelulares pm-rk, ER-rk, y vac-rk. (a-c): PdKTI3-GFP co-localizada con marcador de 

membranda plasmática. (d-f): PdKTI3-GFP co-localizada con marcador de retículo endoplasmático. 

(g-i):  PdKTI3-GFP co-localizada con marcador de vacuola.  Barras indican 10 μm. 
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Figura 17. Localización subcelular de la proteína PdKTI3 fusionada a GFP, utilizando los 

marcadores subcelulares mt-rk, y g-rk.  (a-c) vector vacío pK7FWG2 (GFP). (d-f) PdKTI3-GFP 

sin marcador de organelo. (g-i) PdKTI3-GFP co-localizada con marcador mitocondrial (mCherry). 

(j-l) PdKTI3-GFP co-localizada con marcador Golgi (mCherry). Barras indican 10 μm. 
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IV. DISCUSIÓN 
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En este estudio, la proteína PdKTI3 fue analizada con el fin de comprender su función 

en el marco de la respuesta de las plantas frente a condiciones de estrés por exceso de Cu. En 

este sentido, se analizó el potencial de esta proteína para conferir tolerancia a Cu en S. 

cerevisiae y A. thaliana, el rol de los dos sitios de unión a Cu presentes en la proteína, 

descritos por Guerra et al., (2015), y su localización subcelular. 

 

Ensayos de complementación en levaduras han sido desarrollados con el fin de 

evaluar la tolerancia a metales otorgada por la expresión heteróloga de genes (Blaudez et al., 

2003, Yuan et al., 2012, Deliz-Aguirre, 2011). Específicamente, Shitan et al., (2007) 

demostró que la expresión de un inhibidor de proteasas en S. cerevisiae otorgaba tolerancia 

al exceso de Cd. También se ha reportado que la expresión ectópica de inhibidores de 

proteasas del tipo serina en Pichia pastoris permite tolerar el estrés por Cd y Hg (Joshi et al., 

2014). En este contexto, los resultados del presente estudio demuestran que la expresión 

heteróloga de un inhibidor de tripsina en levaduras mutantes (cup2Δ), asociado 

tradicionalmente a la respuesta frente a estrés biótico (Major & Constabel, 2008), mejora la 

tolerancia a Cu (Fig. 3). Esta tolerancia estaría dada por la expresión de PdKTI3 en la cepa 

mutante sensible a Cu, permitiéndole tolerar concentraciones de hasta 4 mM de CuSO4, el 

doble de la concentración a la cual la cepa wild-type es inhibida (2 mM de CuSO4) (Fig. 3 

a). Esto sugiere que la capacidad de la proteína PdKTI3 para interactuar con este metal sería 

mediante la coordinación de iones de Cu con los residuos que constituyen los dos sitios de 

unión identificados. Para complementar estos resultados, se realizó un ensayo de cinética de 

crecimiento, lo que permitió corroborar de manera cuantitativa que a 2 mM de CuSO4, las 

cepas wild-type y cup2Δ complementada con PdKTI3, son capaces de crecer (Fig. 4 c), 

mientras que a 4 mM de CuSO4 sólo la cepa sensible complementada con el gen PdKTI3 es 

capaz de desarrollarse (Fig. 4 d). 

  

El rol defensivo de los inhibidores de tripsina en plantas está bien documentado en 

condiciones de estrés biótico. Por ejemplo, en especies del género Populus (P. tremuloides o 

P. trichocarpa x P. deltoides), genes que codifican para proteínas KTI son inducidos 

significativamente (en hojas), como mecanismo de defensa, frente al ataque de herbívoros 



76 
 
 

(Haruta et al., 2001; Christopher et al., 2004; Major & Constabel, 2008; Ramírez et al., 2009). 

También, se ha descrito que dos genes de KTI de garbanzo (Cicer arietinum) son inducidos 

por daño mecánico en los epicotilos y hojas (Jiménez et al., 2008). A esto, en los últimos 

años, nuevos mecanismos de tolerancia a herbivoría han sido relacionados con la absorción 

desde el suelo de los metales pesados y su hiperacumulación en tejidos vegetales (Howe & 

Herde, 2015). En Populus, Kieffer et al., (2008) y Guerra et al., (2009) demostraron que el 

tratamiento con Cd y Cu respectivamente, provocaba la inducción de genes que codifican 

proteínas vinculadas a estrés biótico, entre ellas KTI3.  

 

Como ya ha sido señalado, el Cu es un micronutriente esencial que actúa como 

cofactor en muchos procesos metabólicos (Jonak et al., 2004; Schiavon et al., 2007; Lequeux 

et al., 2010). Sin embargo, en exceso puede ser tóxico para la mayoría de las plantas, 

provocando daño a nivel celular, reducción en el crecimiento, e inhibición de la elongación 

radicular (Schützendübel & Polle, 2002; Schiavon et al., 2007). En relación a esto último, se 

ha demostrado que entre los factores que afectan la arquitectura de la raíz de Arabidopsis se 

encuentran la baja disponibilidad de minerales como el fósforo (P) y Fe (López-Bucio et al., 

2003), y la presencia de metales como el Cr (Ortiz-Castro et al., 2007; Martínez-Trujillo et 

al., 2013), Zn, Ni (Cañas-Navarro et al., 2012), y Cu (Martínez-Trujillo et al., 2009). La 

presencia de altos niveles de metales pesados, provoca un amplio rango de respuestas 

celulares, entre ellas destaca la activación de proteínas quinasas implicadas en la respuesta a 

exceso de metales en raíces. Jonak et al., (2004) reportaron la activación de al menos cuatro 

tipos de proteínas quinasas en respuesta a exceso de Cu en las raíces; lo que sugiere que el 

exceso de estos iones metálicos induce mecanismos de señalización celulares en raíces para 

regular diversas funciones biológicas en respuesta a estrés por metales pesados. En esta 

investigación, se evaluó el efecto del exceso de Cu en la elongación radicular en plantas de 

A. thaliana que expresaron constitutivamente el gen PdKTI3. Los resultados indicaron que a 

50 µM CuSO4 existió un crecimiento diferencial de la raíz primaria. En esta condición, las 

raíces de las líneas L27 y L30 fueron significativamente más largas que las del genotipo wild-

type y la línea L21 (Fig. 6 b-c). Por otro lado, cuando las plántulas fueron tratadas con 75 

µM CuSO4, se obervó una gran diferencia en la coloración de las hojas de la roseta (Fig. 6 
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d). Esta coloración podría ser consecuencia de la acumulación de flavonoides, debido a su 

rol antioxidante en plantas (Keilig & Ludwig-Müller, 2009). Se ha reportado un alto nivel de 

antocianinas en plantas de A. thaliana cuando éstas fueron sometidas a estrés por exceso de 

Cu (Skórzyńska-Polit et al., 2010). Notablemente, a pesar de los altos niveles de expresión 

de PdKTI3 que presentó la línea L21 (Fig. 5), ésta se comportó similar al genotipo wild type, 

presentando un largo radicular menor (Fig. 6 b-c), y un fenotipo aéreo (Fig. 6 d) diferente a 

las líneas L27 y L30, cuando éstas fueron sometidas a condiciones de estrés por exceso de 

Cu. Estos resultados sugieren que la tolerancia a Cu, evaluada en base a los criterios 

anteriormente referidos, estaría limitada a un determinado nivel de expresión del gen 

PdKTI3. Así, mientras las líneas L27 y L30 (Fig. 5), presentaron una moderada expresión de 

PdKTI3 y fueron capaces de tolerar el exceso de Cu (Fig. 6), la línea L21, que presentó altos 

niveles de expresión de PdKTI3 (Fig. 5), no mostró tolerancia al exceso de Cu, 

comportándose similar al genotipo wild type en lo que respecta a los criterios utilizados para 

estimar tolerancia a este metal. Una posible explicación, se encuentra en la 

multifuncionalidad que presentan estas proteínas (Grosse-Holz & van der Hoorn, 2016). Si 

bien es cierto PdKTI3 ha sido asociada recientemente con tolerancia a Cu (Guerra et al., 

2015), su principal función descrita está relacionada con la inhibición de proteasas, 

principalmente tripsina y quimiotripsina (Major & Constabel, 2008), actuando como una 

defensa inducible de la planta frente a herbívoros y patógenos (De Leo et al., 2002). Por esto, 

es probable que al sobrepasar cierto umbral de sobre expresión del gen PdKTI3, como es el 

caso de la línea L21, la alta cantidad de proteína activa sintetizada a partir de la 

sobreexpresión de este gen en presencia de su cofactor Cu+2, altere procesos fisiológicos, 

como la muerte celular programada (Li et al., 2008; Boex-Fontvieille et al., 2015), 

presentando un efecto negativo sobre las características fenotípicas evaluadas.   

 

Además de lo anterior, se observó una inhibición del crecimiento de la raíz primaria 

por efecto del aumento de la concentración del Cu (75 µM CuSO4), lo que se ha 

correlacionado con la disminución de la actividad mitótica radicular (Martínez-Trujillo et al., 

2009). A pesar del cese del crecimiento, las plántulas continuaron su desarrollo generando 

abundantes raíces laterales, de tal forma de modificar su arquitectura radicular, y de 
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sobrellevar de mejor manera la condición de estrés provocada por el exceso de Cu (Fig. 7). 

Similar estrategia ha sido observada en plantas de Arabidopsis sometidas a estrés por Cr, en 

las cuales se ha observado una estimulación del desarrollo de raíces laterales, lo que permitió 

tolerar las condiciones estresantes del medio (Ortiz-Castro et al., 2007). La estrategia de 

reorganización de la arquitectura del sistema radicular es parte de los mecanismos de 

adaptación frente la exposición a altas concentraciones de metales pesados, reflejando un alto 

grado de plasticidad fenotípica (Potters et al., 2009).  

 

No obstante, resultados diferentes a los ya comentados se registraron al evaluar en 

plantas de A. thaliana, sometidas a estrés por exceso de Cu, otra característica fenotípica 

asociada a la tolerancia a este metal como es la acumulación de radicales superóxido. La Fig. 

8 indica que en la condición previa a la tinción existieron diferencias entre el genotipo wild-

type y las líneas transgénicas cuando éstas fueron sometidas a 75 µM CuSO4 en relación a su 

biomasa foliar. Luego, en la tinción con NBT, se observó una coloración azul en los tejidos 

vegetales generada por el formazán producido mediante la reacción del NBT con el radical 

anión superóxido (Rao & Davis, 1999). Bajo condiciones de 0 µM CuSO4 dicha coloración 

fue notoria para todos los genotipos, lo que indica que, tanto para el genotipo wild-type, como 

para las líneas L21, L27, y L30, existe una producción basal de radicales superóxido. Esta 

condición es dada por la producción continua de ROS a nivel celular, como subproducto de 

diversas rutas metabólicas que se localizan en diferentes compartimentos celulares, tales 

como cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Singh Gill & Tuteja, 2010). Bajo 

condiciones basales, las moléculas ROS generadas son contrarrestadas por diversos 

mecanismos de defensa antioxidante propios de la célula, sin embargo, este equilibrio entre 

la producción y reducción de ROS puede ser perturbado por diversos factores externos, como 

el estrés abiótico, el cual puede ser inducido por factores químicos como los metales pesados 

(Foyer & Noctor, 2005).  El Cu es un micronutriente esencial para la planta, siendo cofactor 

de proteínas involucradas en el modelamiento de la pared celular (lacasa), y cadena 

transportadora de electrones (plastocianina; citocromo oxidasa); sin embargo, cuando se 

encuentra en exceso es altamente tóxico para la célula (Burkhead et al., 2009; Schulten & 

Krämer, 2018, Migocka & Malas, 2018). Este exceso de Cu induce un desbalance 
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homeostático intracelular, provocando un aumento en la producción de ROS. El principal 

ROS producido es el radical hidroxilo, un radical altamente reactivo (Valko et al., 2005). 

Éste puede reaccionar potencialmente con todas las moléculas biológicas como ADN, 

proteínas y lípidos pudiendo conducir finalmente a la muerte celular. Por otro lado, bajo 

condiciones de estrés por exceso de Cu, la fotosíntesis neta disminuye debido al daño del 

metabolismo fotosintético. Se ha demostrado que el Cu afecta negativamente el fotosistema 

II, la estructura de la membrana tilacoidal y el contenido de clorofila (Vinit-Dunand et al., 

2002). En este contexto, bajo condiciones estresantes de 75 µM CuSO4 (Fig. 8), esta 

producción se redujo, tanto para el genotipo wild-type, como para las líneas transgénicas L21, 

L27 y L30, observándose una mínima coloración azul en los órganos analizados, indicando 

que la producción de radicales superóxido en estas plantas fue mínima. Una hipótesis para 

explicar los fenotipos observados a 75 µM CuSO4 en la tinción con NBT para el caso del 

genotipo wild-type, se basa en la alta expresión del gen CSD1 (Fig. 9), el cual codifica para 

una enzima antioxidante (superóxido dismutasa), la que estaría evitando la generación de 

radicales superóxido y su consecuente estrés oxidativo. Esto se ve reflejado en la mínima 

coloración azul de los tejidos, lo que implica una mínima producción de radicales superóxido. 

A diferencia del genotipo wild-type, la expresión del gen marcador de estrés CSD1 (Fig. 9) 

para las líneas transgénicas L21, L27, y L30 fue significativamente menor, indicando que 

éstas han adquirido tolerancia al estrés oxidativo generado por exceso de Cu, como lo sugiere 

la similitud que estas líneas presentan con el fenotipo wild type, donde se ha activado la 

síntesis de la enzima superóxido dismutasa. Este fenotipo se podría atribuir a la expresión 

constitutiva del gen PdKTI3 el cual es fuertemente expresado en las líneas transgénicas, y no 

así en el genotipo wild-type (Fig. 5). Es por esto, que se puede inferir que la expresión 

constituva del gen PdKTI3 en A. thaliana, disminuye el estrés oxidativo, generado por la 

producción de ROS como el radical superóxido. Esta disminución estaría asociada a la 

quelación de iones de Cu por parte de la proteína PdKTI3, reduciendo su presencia como 

iones libres en el citoplasma, disminuyendo el efecto del estrés oxidativo, y complementando 

así la función antioxidante de la enzima superóxido dismutasa, codificada por el gen CSD1. 

La explicación anterior, es aplicable también al gen marcador de estrés CCS, ya que se 

observaron los mismos patrones de expresión relativa bajo estrés por Cu (Fig. 9 y Fig. 10).  
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En el presente estudio los sitios de unión a Cu predichos por Guerra et al., (2015) 

fueron mutagenizados in silico, a fin de evaluar posibles cambios conformacionales en la 

estructura tridimensional de la proteína PdKTI3. Este tipo de cambios han sido evidenciados 

en otras proteínas, afectando el número de interacciones con el sustrato, como resultado de 

los residuos mutados en su sitio activo (Knape et al., 2011; Sonawane et al., 2013). El 

modelamiento de la proteína PdKTI3S1S2Δ reveló que las mutaciones del sitio 1 y 2 no 

alteran su estructura tridimensional en comparación a la proteína nativa (Fig. 11). Esto se ve 

reflejado en el análisis estructural del gráfico de Ramachandran (Fig. 13), en donde 98,8 % 

de los aminoácidos se encuentran bien modelados, en zonas favorables (66,1 %), permitidas 

(29,3 %) y generosamente permitidas (3,4 %). Sólo dos aminoácidos (1,1 % del total), Glu 

164 y Lys 200, alejados de la zona de unión a Cu, se encuentran en zonas no permitidas del 

gráfico. Desde el punto de vista energético, la evaluación realizada da cuenta de la presencia 

de energías no enlazantes favorables en la mayor parte de la proteína, incluyendo el sitio 

activo (Fig. 12). Sin embargo, el sitio 2 de unión a Cu predicho por Guerra et al., (2015) 

presentó un mayor número de aminoácidos con energía desfavorable. Esto sugiere un posible 

efecto negativo sobre la coordinación con el ión Cu (no cuantificado), que probablemente in 

vivo afectarían sólo la estabilidad de la coordinación del ión Cu en dicho sitio de unión, y no 

en otro dominio estructural o funcional de la proteína PdKTI3.  

 

Por otro lado, el efecto de la mutación en la coordinación del ión Cu con los 

aminoácidos Ala y Val de los sitios de unión de la proteína PdKTI3 no fue determinado in 

silico, ya que para evaluar la interacción específica de Cu en los sitios de interés se requieren 

estudios de química cuántica más acabados. Sin embargo, es probable que la sustitución por 

los aminoácidos Ala y Val provocara una nula interacción del ion Cu con los sitios de unión, 

dada las propiedades de los aminoácidos seleccionados. Ala y Val se caracterizan por tener 

en su cadena lateral un hidrocarburo alifático, específicamente un grupo metilo (-CH3) y un 

grupo isopropilo [(CH3)2CH-], respectivamente. Ambos grupos son poco reactivos y 

fuertemente hidrofóbicos, por lo que no serían capaces de coordinar la unión con Cu en los 

sitios de la proteína PdKTI3, perdiendo la capacidad de interacción con el metal. Esta 

capacidad de interacción si existe en los sitios de unión sin mutar, ya que en el sitio 1 el Cu 
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es coordinado por la cadena lateral de ambas His, mientras que en el Sitio 2 por ambas Ser 

(Guerra et al., 2015). Por su parte, la His se caracteriza por tener un grupo aromático imidazol 

(C3N2H4) que permite donar electrones gracias al nitrógeno que posee, y es considerada como 

uno de los aminoácidos más frecuentes que participan en la coordinación del Cu. En cambio, 

la Ser posee un grupo hidroxilo (-OH) en su cadena lateral, responsable de la reactividad del 

aminoácido (Reyes L, 2014).   

 

Métodos de mutagénesis sitio dirigida han sido empleados con el fin de examinar la 

importancia de residuos específicos en la estructura y función de proteínas (Van Dyke et al., 

1992; Edelheit et al., 2009; Wright et al., 2016). En esta investigación se utilizó la cepa 

mutante cup2Δ, sensible a Cu. Esta cepa se caracteriza por ser sensible a Cu, debido a que no 

codifica una proteína de unión a DNA (activada por este metal), que a su vez regula la 

expresión de MT (Buchman et al., 1989). De acuerdo a los resultados obtenidos, la cepa 

cup2Δ toleró exitosamente la condición estresante de 60 µM CuSO4, cuando ésta fue 

complementada con el gen PdKTI3. Situación contraria ocurrió cuando la cepa mutante fue 

complementada con PdKTI3 mutada en el sitio 1 (PdKTI3S1Δ), sitio 2 (PdKTI3S2Δ), y en 

ambos sitios a la vez (PdKTI3S1S2Δ) (Fig. 14). Es interesante destacar que levaduras 

mutantes cup2Δ, transformadas con el gen KTI3S1Δ o KTI3S2Δ, a diferencia de la 

transformada con KTI3S1S2Δ, no fueron capaces de crecer en medio con exceso de 60 µM 

CuSO4. Esto sugiere que bajo exceso de Cu, cada sitio por sí sólo no estaría asociado a 

tolerancia a Cu, y por lo tanto, existiría un efecto cooperativo entre ambos sitios en la 

quelación de iones de Cu, y en la tolerancia a este metal. Un aspecto importante a evaluar en 

futuras investigaciones es la concentración mínima inhibitoria para los casos de KTI3S1Δ o 

KTI3S2Δ, de forma similar a lo demostrado en este estudio respecto de las levaduras cup2Δ 

complementadas con PdKTI3. Todo lo anterior, confirma que la conferencia de tolerancia a 

exceso por Cu, demostrada anticipadamente por Guerra et al., (2015), es ahora relacionada 

funcionalmente a la presencia de a lo menos dos sitios de unión a Cu, los cuales son 

determinantes al momento de realizar la quelación del metal. Sin embargo, para probar esta 

hipótesis se requieren estudios posteriores.  
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La localización de la proteína KTI depende de la especie vegetal y su función. 

Algunos inhibidores de proteasa, con un rol de defensa contra patógenos, son almacenados 

en la vacuola (Srinivasan et al., 2009), así como también en la pared celular de tejidos 

vasculares (Hernández-Nistal et al., 2009). Análisis de secuencia de PdKTI3 permitieron 

identificar un péptido señal hacia el retículo endoplasmático (Guerra et al., 2015). Los 

experimentos de localización subcelular de PdKTI3 realizados mediante bombardeo en 

catáfilos de cebolla, indicaron la formación de agregados proteicos cuando el gen se insertó 

en la parte carboxilo de GFP (35S::GFP-PdKTI3). Esta inserción provocó una alteración del 

péptido señal, dada la presencia de GFP en el extremo N-terminal de la proteína de fusión 

(Fig. 15 g-i). Sin embargo, cuando el gen se insertó en la parte amino de GFP no existió 

formación de agregados proteicos, y el patrón de localización fue similar a una proteína 

asociada al retículo endoplasmático (Fig. 15 d-f). Adicionalmente, los experimentos de co-

localización con diferentes marcadores de organelos permitieron especificar su ubicación. 

Para el caso de la mitocondria y el Golgi, no existió una co-localización entre éstos y la 

proteína PdKTI3 (Fig. 17), descartando la relación de la proteína con estos organelos. Por su 

parte, la fluorescencia de GFP y mCherry sugirió una posible asociación (no hubo 

superposición completa entre las señales de ambas proteínas) de la proteína a la membrana 

plasmática (Fig. 16 c). Sin embargo, lo que si se observó claramente fue una co-localización 

directa para los marcadores de vacuola (Fig. 16 i) y retículo endoplasmático (Fig. 16 f), lo 

que indica que la proteína PdKTI3 es direccionada hacia estos dos organelos. Por tanto, estos 

resultados son compatibles con el mecanismo de compartimentalización propuesto en la 

hipótesis, ya que PdKTI3 puede ser localizado en el retículo endoplasmático, donde 

finalizaría su plegamiento estructural mediante la formación de sus puentes disulfuro (Feige 

& Hendershot, 2011; Patil et al., 2015); y también localizado en la vacuola, donde 

compartimentalizaría el exceso de iones de Cu favoreciendo su homeostasis intracelular. En 

este equilibrio participan proteínas citoplasmáticas quelantes de Cu como MT o proteínas 

chaperonas como ATX1. Mientras que la compartimentalización en la vacuola en su forma 

monovalente (Cu+) es mediada por proteínas transportadoras HMA, específicamente HMA4 

y HMA5. Por otro lado, la principal proteína de eflujo en el tonoplasto corresponde al 

transportador COPT5 (Printz et al., 2016; Migocka & Malas, 2018; Schulten & Krämer, 
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2018). Similar estrategia es utilizada por otras proteínas, como las MTPs que juegan un rol 

en la tolerancia a Zn (Gustin et al., 2009) y Ni (Persant et al., 2001), compartimentalizando 

los metales en la vacuola. Recientemente, se reportó la presencia de un inhibidor de proteasa 

del tipo Kunitz, AtWSCP (Water Soluble Chlorophyll Protein), el cual inhibe a una cisteín 

proteasa a nivel vacuolar, RD21 (Responsive to Desiccation-21) (Rustgi et al., 2018). RD21 

ha sido descrita como una proteína vacuolar (Shindo et al., 2012), cuyo mecanismo de 

inhibición por AtWSCP es estándar, al igual que PdKTI3. El complejo inhibidor - proteasa 

se formaría en la vacuola, de una manera similar con la que PdKTI3 compartimentalizaría 

iones de Cu, siendo ambos inhibidores de la misma familia. AtWSCP presenta una estructura 

secundaria y terciaria similar a otros miembros de la familia Kunitz, sin embargo, posee 

algunas características que difieren de un típico inhibidor de esta familia. Entre éstas están: 

(1) su secuencia aminoacídica del 4° y 5° loop, la cual no es conservada con otros miembros 

de la familia; (2) y posee sólo 2 residuos de Cys conservados, a diferencia de la gran mayoría 

de la familia Kunitz que posee 4 residuos (Rustgi et al., 2018). Aunque recientemente se 

reportó un nuevo inhibidor de tripsina del tipo kunitz en Curcuma longa, el cual posee 6 

residuos de Cys formando tres puentes disulfuro (Chan et al., 2017). A pesar de ser un 

inhibidor de proteasa del tipo Kunitz, AtWSCP sólo ha sido relacionada con RD21 en plantas 

etioladas, protegiendo los brotes apicales, y permitiendo así su apertura sin daños 

ocasionados por herbívoros. Es decir, ha sido asociada a estrés biótico como la mayoría de 

los inhibidores de proteasas, exceptuando PdKTI3, el cual está siendo propuesto en esta tesis 

como una proteína asociada a la tolerancia a exceso de Cu.  

 

Estudios complementarios del gen PdKTI3, como por ejemplo un análisis de su región 

promotora, la obtención de genotipos mutantes deficientes en la síntesis de inhibidores de 

proteasa (PdKTI3) en Arabidopsis, así como la complementación de los mismos, bajo estrés 

por Cu y otros elementos, contribuirán a una mejor caracterización del rol de esta proteína 

frente a metales pesados. Teniendo en cuenta los resultados, PdKTI3 es una proteína 

candidata para ser utilizada en el marco del desarrollo de sistemas de fitorremediación para 

metales pesados, por ejemplo, a través de la generación de plantas transgénicas (álamo) y/o 

microorganismos que sobre expresen el gen PdKTI3. Esta estrategia permitiría contar con 
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una herramienta biotecnológica útil para el mejoramiento de suelos (y residuos) con 

presencia de niveles excesivos de Cu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



85 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

V. CONCLUSIONES 
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1. La expresión de PdKTI3 en S. cerevisiae sensible a Cu, complementa la mutación 

confiriendo niveles de tolerancia al metal superior a la exhibida por el genotipo wild-

type.  

 

2. La expresión constitutiva del gen PdKTI3 en A. thaliana permitió relacionar su 

expresión con la tolerancia a exceso de Cu. Esta tolerancia está asociada a un 

determinado nivel de expresión del gen PdKTI3. 

 

3. La expresión constitutiva del gen PdKTI3 en A. thaliana disminuye el estrés oxidativo 

asociado a la producción de ROS, como por ejemplo, la de radicales superóxido. 

 

4. La presencia de la proteína PdKTI3 está asociada a la membrana plasmática, y 

localizada en la vacuola y retículo endoplasmático.  

 

5. La proteína PdKTI3 posee dos sitios de unión a Cu, los cuales son requeridos 

simultáneamente para conferir tolerancia al exceso de Cu. 
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