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DISENO DE PRIMERS PARA AMPLIFICAR LA REGION PROMOTORA DE
METALOTIONEINAS

ALVAREZ, Mayra Y.*; ACEVEDO, Ral M.'%; ESPASANDIN, Fabiana D% SANSBERRO, Pedro
AL

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas de bajo peso molecular (4~7 kDa), ricas en
cisteinas (20~30%) que brindan la posibilidad de ligar iones metalicos evitando asi una
intoxicacion por exceso de metales. Sus principales caracteristicas se deben a sus
abundantes grupos tioles (-SH), que les permiten, por un lado, unirse a metales pesados
tanto fisiologicos (Zn, Cu, Se, Ni) como xenobidticos (Cd, Hg, Ag, As). Por otro lado,
participan en el mecanismo de defensa antioxidante capturando radicales libres. El
mecanismo de accion y el rol fisioldgico desempefiado por las MTs en plantas atn no ha
sido esclarecido, en comparacion con las MTs presentes en mamiferos. En este sentido el
estudio de la regién promotora del gen de MTs nos permitiria determinar en qué
momentos el promotor activaria la transcripcion de dicho gen. Funcionalmente, un
promotor es una secuencia de ADN localizada “upstream” o “aguas arriba” (hacia el
extremo 5” de la regidn codificante de un gen) que incluye las regiones de enlazamiento
para factores de transcripcion. La tecnologia gendémica moderna permite estudiar
millones de regiones de cada muestra de ADN. La mayoria de estas tecnologias requieren
la amplificacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); el éxito de esta reaccion
depende de la calidad del templado, enzima polimerasa, solucion buffer y el disefio de
primers o cebadores, los cuales pueden determinar la especificidad y eficiencia de la
reaccion. Aunque en muchos casos se han seleccionado cebadores de uso universal o
publicados en articulos de investigacion de referencia, a menudo la PCR so6lo puede
lograrse utilizando cebadores disefiados adecuadamente. Existen una variedad de
softwares para el disefio de primers, muchos de acceso libre, como Primer3Plus, que nos
permite tener un control personalizado y mas completo sobre el experimento de la PCR.
Con el objetivo del disefio in silico de cebadores que amplifiquen la regién promotora del
gen de MTs, se empleo el software primer 3 plus versién 0.4.0, utilizando como base la
secuencia de ADN gendmico de plantas de llex paraguariensis. Para la validacion de los
primers mediante PCR convencional, se emplearon muestras hojas de I. paraguariensis.
Para la extraccion del ADNg se emple6 el protocolo de CTAB, mientras que para la
amplificacion se emple6 el protocolo de la enzima taq polimerasa (Promega) y un
protocolo de amplificacion de 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C por 2 min, 30
ciclos de 95°C de 1 min, 58°C de 1 min, 72°C de 1 min y, finalmente, una elongacién
final 72°C de 5 min en un termociclador Biorad MyCycler. Los amplicones fueron
visualizados por electroforesis horizontal en gel de agarosa. Finalmente, la seleccién de
cebadores se realizé considerando aquellas parejas que cumplian con los criterios
establecidos por Abdelsalam y, ademas, se evaluaron las caracteristicas fisicas de los
mismos empleando el programa Oligo Analyzer 3.0 de Integrated DNA Technologies
(IDT). Como resultado se obtuvieron 5 pares de cebadores, seleccionandose los dos pares
con Tm por encima de 50°C y un contenido de G/C mayor al 45%, descartandose aquellos
con secuencias autocomplementarias.
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