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RESUMEN 

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto que tiene la desregulación de 

la entrada de Cu+ mediante la alteración y sobreexpresión de transportadores de 

cobre de alta afinidad, tipo Ctr en tres organismos: Saccharomyces cerevisiae, 

Arabidopsis thaliana y Oryza sativa. Los resultados obtenidos confirman que las 

homeostasis del cobre y del hierro están relacionadas, ya que la alteración de la 

entrada de Cu+ en las células afecta a diferentes aspectos de la percepción y el 

transporte de hierro. 

En el caso de Saccharomyces cerevisiae, se ha comprobado que la falta de 

control en la entrada de cobre en la cepa mutante CTR1Δ300 provoca cambios en 

la expresión de genes como los que codifican la ferrorreductasa Fet3 y el 

transportador de hierro Ftr1. Además, la cepa CTR1Δ300 presenta un mayor 

contenido de hierro que la cepa control. Sin embargo, los centros Fe-S se 

encuentran dañados y su expresión está alterada, produciéndose como 

consecuencia un menor consumo de O2 en la cepa CTR1Δ300. 

Los resultados obtenidos de la sobreexpresión de COPT1 en la planta modelo 

Arabidopsis thaliana, indican que la alteración de la entrada de cobre provoca 

cambios en la expresión de genes clave en la respuesta a la deficiencia de hierro. 

La incorporación del metal, tanto a través de la estrategia I, como mediante la 

secreción de cumarinas está inhibida en las plantas sobreexpresoras del 

transportador COPT1 que, como consecuencia, presentan menor contenido de 

hierro. Esta dificultad para la incorporación de hierro podría deberse a la falta de 

expresión de un factor de transcripción bHLH, FIT, y a la pérdida de actividad de 

la E3 ubicuitin ligasa, BTS, ya que ambos factores son clave en la activación de la 

respuesta a deficiencia de hierro.  
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Por último, en la planta de interés agronómico Oryza sativa, se ha comprobado 

que la sobreexpresión heteróloga del transportador COPT1 de Arabidopsis es 

funcional, lo que provoca una mayor entrada de Cu en la planta. Como 

consecuencia de dicha entrada, se altera la expresión de genes que codifican 

componentes de la homeostasis del hierro como la ferritina o los factores 

transcripcionales IRO2 y HRZ1, produciendo un fenotipo interesante desde el punto 

de vista biotecnológico con mayor contenido de hierro en hojas jóvenes y semillas. 
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1. IMPORTANCIA DEL COBRE Y DEL HIERRO EN BIOLOGÍA. 

El cobre (Cu) y el hierro (Fe) son metales de transición con propiedades redox. 

Ambos presentan una configuración electrónica que les permite formar complejos 

de coordinación con moléculas orgánicas, actuando como cofactores esenciales en 

numerosas proteínas (Lippard y Berg, 1994). La biodisponibilidad de ambos 

metales ha cambiado a lo largo de la evolución de la atmósfera. En el origen de la 

vida, las condiciones anaeróbicas generaron una atmósfera reductora donde el Cu 

se encontraba en forma insoluble (Cu+) y el Fe en su forma soluble (Fe+2), siendo 

éste último utilizado como principal cofactor. Sin embargo, la aparición de la 

fotosíntesis oxigénica, llevada a cabo por los microorganismos fotosintéticos, y el 

subsecuente aumento del O2 desencadenaron el cambio de las condiciones de la 

atmósfera que pasaron a ser oxidantes. Con ello, se produjo el cambio de la 

biodisponibilidad del Fe que pasó a la forma insoluble (Fe+3), mientras que el Cu 

pasó a la forma soluble (Cu+2). Así, se propició el aumento en la biodisponibilidad 

del Cu para ser utilizado como cofactor, pasando a realizar algunas funciones 

previamente desarrolladas por el Fe (Crichton y Pierre, 2001). De hecho, en 

Arabidopsis thaliana se ha observado que en condiciones de deficiencia de Cu se 

lleva a cabo la sustitución de algunas proteínas de Cu prescindibles, por otras 

metaloproteínas de Fe, que cumplen la misma función biológica, como la 

superóxidodismutasa de Cu/zinc que es sustituida por la de Fe (Abdel-Ghany et al., 

2005a). 

La esencialidad del Cu y el Fe se debe a que forman parte de los sitios catalíticos 

de numerosas enzimas imprescindibles implicadas en la transferencia electrónica, 

característica que también hace que sean potencialmente tóxicos para las células. 

La capacidad de transferencia de electrones provoca que si estos metales se 

encuentran libres en la célula puedan facilitar la formación de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) mediante las reacciones acopladas de Haber-Weiss y Fenton 

(Figura I.1). Las ROS producen daños a diferentes niveles, ya que son capaces de 

reaccionar con las proteínas, el DNA o los lípidos de las membranas celulares, 

alterando la función de las mismas (Halliwell y Gutteridge, 1984). Por esta razón, 
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la entrada de ambos metales en la célula ha de estar muy bien regulada para evitar 

que se produzcan dichos daños.  

Cabe destacar la importancia de la regulación de la homeostasis de ambos 

metales, tanto a nivel celular, como del organismo completo y por las implicaciones 

que tiene en agricultura y en la salud.  

 

1.1. Deficiencia de cobre. 

La deficiencia de Cu en el suelo se suele producir por un lavado excesivo de 

suelos arenosos pobres en Cu, un exceso de cal, un aumento de pH o la presencia 

de materia orgánica que dificulte la captación del Cu (Märschner, 2012). La 

deficiencia de Cu produce múltiples problemas en agricultura porque afecta 

principalmente a la fase reproductiva, aumentando la esterilidad, disminuyendo la 

formación de frutos y reduciendo la viabilidad de las semillas (Märschner, 2012). 

Las plantas con deficiencia de Cu son en general más pequeñas y presentan menos 

actividad fotosintética, ya que se encuentra alterada la cadena de transporte 

electrónico (Märschner, 2012). Por lo tanto, la deficiencia de Cu en plantas provoca 

pérdidas en agricultura al disminuir la productividad y el valor nutricional de los 

cultivos.  

En humanos, la deficiencia de Cu se puede producir por la falta de ingesta, 

problemas en la absorción o trastornos hereditarios. Un ejemplo de enfermedad 

hereditaria es la enfermedad de Menkes, ligada al cromosoma X, por una mutación 

en el gen que codifica la ATPasa de Cu, ATP7A (Schlief et al., 2006). La deficiencia 

H2O2 + Cu + /Fe2+ ·OH + OH- + Cu2+/Fe3+ 

Cu2+/Fe3+ + ·O2
- O2 + Cu+/Fe2+

H2O2 + ·O2
- O2 + ·OH + OH-

Figura I.1. Reacciones de Haber-Weiss y Fenton. Reacción acoplada que 

puede dar lugar a la formación de especies reactivas del oxígeno por la interacción 

del agua oxigenada (H2O2) con el Cu y el Fe en estado reducido. 
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de Cu provoca anemia, problemas cardiacos o defectos neurológicos (Uauy et al., 

1998; Ross et al., 2014).  

 

1.2 Deficiencia de hierro. 

La deficiencia de Fe en los suelos no se debe a la falta del metal en la corteza 

terrestre, ya que es uno de los más abundantes, sino a su baja biodisponibilidad. 

Esto se debe a que se encuentra en su estado oxidado, y al igual que con el Cu, 

en los suelos alcalinos se encuentra mucho menos disponible, ya que a pH > 7 su 

solubilidad disminuye, siendo aún más difícil su absorción (Alloway, 1995). Así 

pues, la deficiencia de Fe es frecuente y provoca graves síntomas en las plantas, 

el más conocidode los cuales es la clorosis foliar y la reducción de la fertilidad. Al 

mismo tiempo, se reduce el rendimiento de los cultivos y la materia seca producida. 

Además de la falta de absorción, existen otras causas que pueden provocar la 

deficiencia de Fe, como son la sustitución por otros metales, como el Cu, ya que 

éste puede ocupar el lugar del Fe en las uniones a enzimas, cambiando su función, 

siendo detectado por los organismos como una falta de Fe (Alloway, 1995). 

En humanos, la deficiencia de Fe provoca uno de los desórdenes nutricionales 

más extendidos del mundo: la anemia ferropénica. Según la organización mundial 

de la salud, el 25 % de la población mundial padece anemia ferropénica 

(http://www.who.int/es/). La anemia afecta a más de dos mil millones de personas 

en el mundo, con mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres, y siendo 

las poblaciones más sensibles los niños y mujeres embarazadas, cuyo 

requerimiento de hierro es mayor (https://www.who.int/nutrition). Dentro de la 

distribución mundial, las zonas más afectadas son el sudeste asiático, África y la 

zona este del área mediterránea (https://www.who.int/nutrition). Se han descrito 

otras enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la deficiencia de Fe como 

la ataxia de Friedriech o la ceruloplasminemia (Rampey et al., 2006). 

https://www.who.int/nutrition
https://www.who.int/nutrition
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1.3 Exceso de cobre.  

El exceso de Cu en plantas puede producirse de forma natural en los suelos de 

cultivo o inducida por el uso excesivo de fungicidas o por la acción industrial y 

urbana (Märschner, 2012). Las plantas presentan diferente tolerancia a la cantidad 

de Cu en el medio de crecimiento, pero en todas ellas un nivel elevado de Cu 

conlleva una disminución del crecimiento de las raíces. Se han desarrollado 

diferentes estrategias para detoxificar los suelos con elevadas concentraciones de 

Cu. Una mayor cantidad de Cu en el suelo implica una mayor incorporación del 

mismo a las plantas. Por ello, las plantas desarrollan diversas estrategias para 

combatir el efecto tóxico del Cu, desde acumularlo en la vacuola, a limitar la 

entrada del mismo o quelarlo mediante fitoquelatinas o metalotioneÍnas que 

minimicen la producción de especies reactivas del oxígeno (Märschner, 2012). 

En los humanos, el exceso de Cu puede producirse por exposición prolongada 

al metal o por enfermedades hereditarias como la enfermedad de Wilson, 

provocada por mutaciones en la ATPasa ATP7B, homologa a la ATPasa de la 

enfermedad de Menkes, que provoca una acumulación de Cu en los hepatocitos y, 

posteriormente, en el resto del organismo (Reddy et al., 2000; Schlief et al., 2006). 

La alteración de otras cuproproteínas también provoca patologías, como 

enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzheimer o la enfermedad de 

Creutzfeldt-Jacob (Crouch et al., 2007; Westergard et al., 2007). 

 

1.4 Exceso de hierro. 

El exceso de Fe es un problema que se suele producir sobretodo en plantas que 

crecen en suelos anegados. Por lo tanto, es uno de los problemas asociados al 

cultivo del arroz. El exceso de Fe provoca daño en los tejidos fotosintéticos debido 

a la formación de ROS en los cloroplastos (Märschner, 2012). 

En humanos, al igual que en plantas, el exceso de Fe provoca estrés oxidativo, 

debido a la formación de radicales libres que acaban dañando tejidos y provocando 
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fibrosis. Diversas enfermedades tanto genéticas como adquiridas pueden producir 

la acumulación de Fe, como por ejemplo la hemocromatosis, que ocasiona cambios 

patológicos (Beutler et al., 2003). 

 

2 RED HOMEOSTÁTICA DEL COBRE. 

2.1. Incorporación del cobre en las células. 

2.1.1 LEVADURAS 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un excelente modelo de estudio, ya 

que es un organismo eucariota, a partir del cual se han podido identificar proteínas 

homólogas en humanos. 

Dado que el Cu es un metal que tiene gran capacidad de donar y aceptar 

electrones, lo que lo hace al mismo tiempo, esencial y potencialmente tóxico, la 

entrada del metal en la célula está muy regulada. Generalmente, al encontrarse en 

forma oxidada como Cu+2, el Cu puede entrar en el interior celular a través de los 

transportadores de cationes divalentes como Fet4 (Hassett et al., 2000). Pero para 

controlar de forma específica la entrada de Cu+, en esta levadura, se incorpora a 

través de los transportadores de alta afinidad tipo Ctr (Copper transporter). 

Principalmente, la entrada de Cu se produce mediante dos transportadores 

conocidos como Ctr1 y Ctr3 (Labbé y Thiele, 1999). Estos transportadores 

introducen el Cu en forma de Cu+, por lo que es necesario que el Cu+2 sea reducido 

a Cu+ en el exterior celular antes de ser introducido en el citosol a través de Ctr. 

Existen diversas metalorreductasas en la membrana plasmática, conocidas como 

Fre1 y Fre2, que llevan a cabo dicha función reductora (Dancis et al., 1994; Knight 

et al., 1996; Georgatsou et al., 1997).  
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2.1.2 PLANTAS 

Al igual que ocurre en la levadura S. cerevisiae, el Cu se encuentra en forma 

de Cu+2 en el suelo, en esta forma puede entrar a través de los transportadores de 

cationes divalentes tipo ZIP (Wintz et al., 2003). Pero en condiciones de deficiencia 

de metal y para lograr especificidad, en plantas el Cu es introducido por los 

transportadores de alta afinidad tipo Ctr, llamados COPT (del inglés copper 

transporter), para lo que ha de ser reducido a Cu+ (Sancenón et al., 2003; 

Peñarrubia et al., 2015). Para ello, las plantas también poseen metalorreductasas, 

conocidas como FRO. Se han caracterizado 8 miembros en A. thaliana, entre ellas 

FRO3 participa en la adquisición de Cu y Fe del suelo (Wu et al., 2005; Mukherjee 

et al., 2006).  

En todo este proceso, juegan también un papel importante las ATPasas tipo 

AHA (Arabidopsis H+-ATPasas), presentes en la membrana plasmática y la pared 

celular, ya que secretan protones que acidifican el pH del exterior para ayudar a la 

solubilización del Cu y a su asimilación (Santi y Schmidt, 2009).  

 

2.2. Distribución del cobre en el interior celular. 

2.2.1. LEVADURAS 

Una vez en el interior celular, el Cu ha de ser acomplejado por diversas 

metalocarabinas para evitar que produzcan daños mediante la formación de ROS, 

y llevarlo a las proteínas y a los compartimentos donde es necesario (Figura I.2). 

El Cu es movilizado hasta la mitocondria, para poder llegar a la citocromo C oxidasa, 

donde es necesario para poder llevar a cabo la transferencia de electrones (Glerum 

et al., 1996; Labbé y Thiele, 1999). A través de la metalocarabina Atx1, el Cu llega 

a compartimentos de la ruta de secreción, interacciona con una ATPasa tipo P 

denominada Ccc2, en la membrana de la red trans-Golgi, que bombea el Cu al 

interior del compartimento donde es necesario, entre otros procesos, para unirse 

a la multicobre-ferroxidasa y que Fet3 llegue a la membrana plasmática (Lin et al., 

1997; Pufahl et al., 1997; Labbé y Thiele, 1999).  
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Otro de los destinos del Cu son las superóxido dismutasas de Cu/Zinc (Cu/Zn 

SOD) del citosol, a las cuales llega a través de la chaperona de Cu CCS (Culotta et 

al., 1997; Labbé y Thiele, 1999). La forma en la que cada una de las 

metalocarabinas interacciona con el Cu es diferente, y la eliminación de alguna de 

ellas provoca problemas únicamente en la ruta en la que participa, por lo que los 

papeles que ejercen dentro de la homeostasis del Cu en la levadura no son 

intercambiables (Labbé y Thiele, 1999) (Figura I.2).  

La vacuola es uno de los reservorios de Cu. No se conoce cómo llega a ella ni 

cómo es introducido al lumen vacuolar, pero en condiciones de escasez, el Cu 

Figura I.2. Homeostasis del cobre en S. cerevisiae. Esquema representativo 

de la homeostasis del Cu en la levadura S. cerevisiae, donde se indica la entrada de Cu 

a través del transportador de Cu de alta afinidad Ctr1 y la distribución a los diferentes 

compartimentos a través de las diferentes metalocarabinas: Atx1 y CCS. Se muestran 

también los factores reguladores Mac1 y Ace1, así como sus dianas. 

Cu+

Fre
1

Cu2+

Mac1
CTR
FRE1

CUP/CRS5
FET3/SOD

CCS

Atx1
Vacuola

Cu/Zn SOD

Cyt Ox

Ccc2

Ctr2
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almacenado en la vacuola es liberado al citosol por el transportador de Cu de alta 

afinidad Ctr2 (Rees et al., 2004). 

2.2.2. PLANTAS 

Del mismo modo que en la levadura, en plantas, una vez en el interior celular, 

dada su gran reactividad y capacidad para formar ROS, el Cu es acomplejado por 

metalocarabinas para evitar daños en la célula, mientras es llevado a los 

compartimentos diana donde es necesario (Robinson y Winge, 2010) (Figura I.3). 

Al igual que en levadura, ATX1 es una cuprocarabina que transporta el Cu+ a RAN1, 

una ATPasa homóloga a Ccc2 que lo bombea al lumen del retículo endoplásmatico 

(RE), donde formará parte de las cuproproteínas de la ruta de secreción (Hirayama 

et al., 1999). CCH es otra metalo-carabina que acompleja el Cu y lo tlleva a ATPasas 

de la membrana para ser expulsado (Mira et al., 2001). CCS cede el Cu a la 

superóxido dismutasa de Cu/Zn (Cu/Zn SOD), tanto del citosol como del cloroplasto 

(La Fontaine et al., 2002; Pilon et al., 2006). Finalmente, COX17 proporciona el Cu 

necesario al complejo citocromo C oxidasa en la mitocondria (Balandin y 

Castresana, 2002). Existen diferentes ATPasas tipo P de metales pesados 

implicadas en el transporte de Cu a diferentes compartimentos. Entre ellas las 

ATPasas tipo P transportadoras de Cu+, como HMA5, que se localiza en la 

membrana plasmática de la raíz y exporta el Cu+ al xilema desde donde se reparte 

a otros órganos. En condiciones de exceso de Cu, sirve como método de 

detoxificación, tanto en Arabidopsis como en Oryza sativa (Andrés-Colás et al., 

2006; Kobayashi et al., 2008; Deng et al., 2013). Como hemos mencionado, RAN1 



  Introducción 

9 
 

transporta el Cu al interior del ER, donde llegará al receptor de etileno ETR1 
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Figura I.3. Esquema representativo de la homeostasis del cobre en plantas. 

El Cu entra al interior celular principalmente a través de los transportadores COPT, gracias 

a la acción de la ATPasa AHA y las reductasas FRO presentes en la membrana plasmática. 

Una vez en el interior es acomplejado por cupro-carabinas: ATX1 que lo transporta hacia 

el RE; CCH que los transporta hacia el exterior celular; CCS que lo transporta hacia las 

CSD (citosol y cloroplasto). El Cu+ es incorporado a los diferentes compartimentos 

mediante ATPasas como RAN1 al RE; PAA1 al cloroplasto o HMA5 hacia el exterior celular. 

Figura modificada de Peñarrubia et al., 2015. 
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(Hirayama et al., 1999) y a las cuproproteínas de la ruta de secreción. Por último, 

las ATPasas tipo P de Arabidopsis PAA1 y PAA2 (localizadas en la membrana interna 

y en la del tilacoide, respectivamente) bombean el Cu al estroma del cloroplasto y 

el lumen tilacoidal. El cloroplasto es el órgano que más Cu consume en la planta, 

donde será incorporado a la plastocianina (PC) y la Cu/Zn SOD (Shikanai et al., 

2003; Abdel-Ghany et al., 2005b; Ravet y Pilon, 2013) (Figura I.3). 

Además de la distribución intracelular, se ha de producir el transporte a larga 

distancia de los metales a las diferentes partes de las plantas. Se han identificado 

compuestos que forman complejos estables con diversos metales, como la 

nicotianamina (NA) que interacciona con Fe+2, Co+2, Zn+2, Ni+2 o Cu+2 (Curie et al., 

2009). Estos complejos son estables a pH 6,5, un pH aproximado al del xilema, de 

manera que probablemente el NA actúa como quelante de Cu en éste para su 

transporte desde la raíz a la parte aérea (Curie et al., 2009). De hecho, la 

sobreexpresión de la nicotianamina sintasa (NAS) en tabaco produce un aumento 

en la concentración de Fe, Zn y Cu en hojas y flores (Takahashi et al., 2003). Se 

han descrito 8 miembros de la familia de transportadores YSL en Arabidopsis, de 

los cuales, YSL1 y YSL3 estarían implicados en llevar el Fe y el Cu, procedente de 

los tejidos vasculares, hasta las semillas (Waters et al., 2006; Yruela, 2009). 

 

2.3. Regulación de la expresión de los genes implicados en la 

homeostasis del cobre celular. 

2.3.1. LEVADURAS 

La regulación de los genes implicados en la adquisición de Cu está determinada 

por el factor transcripcional Mac1. La proteína Mac1 es una proteína localizada en 

el núcleo celular, que se une a los elementos cis, conocidos como CuRE (Elementos 

de Respuesta a Cu: TTTGCTC (Labbé et al., 1997), presentes en los genes de la 

maquinaria de adquisición de Cu. Mac1 posee un dominio de unión a DNA en el 

extremo amino terminal, además de residuos de cisteínas repartidos a lo largo de 

su secuencia y dos elementos en tándem en la regiaón carboxilo terminal, que 
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contienen 5 cisteínas y 1 histidina (C5H) (Jungmann et al., 1993; Graden y Winge, 

1997; Labbé y Thiele, 1999). Por lo tanto, en condiciones de deficiencia de Cu, la 

unión de Mac1 a los CuRE provoca la activación, tanto de las reductasas de la 

membrana FRE1 y FRE7 como de los transportadores de alta afinidad CTR1 y CTR3 

(Labbé et al., 1997; Yamaguchi-iwai et al., 1997; Jensen et al., 1998; Joshi et al., 

1999) (Figura I.2).  

En caso de exceso de Cu, Mac1 es degradado y por tanto deja de inducir la 

maquinaria de adquisición. Por otro lado, se activa el factor transcripcional Ace1 

que induce la expresión de otro conjunto de genes destinados a acomplejar el Cu 

libre (Zhu et al., 1998). Entre los genes cuya expresión activa Ace1 se encuentran 

las metalotioneínas CUP1 y CRS5, la superóxido dismutasa de Cu/Zn SOD1 y la 

multicobre-ferroxidasa FET3 (Gralla et al., 1991; Jensen et al., 1998; Zhu et al., 

1998; Gross et al., 2000; Gaspar-Cordeiro et al., 2018). Todos ellos hacen que el 

Cu+ deje de estar libre en la célula, minimizando el efecto tóxico que puede llegar 

a producirse por la formación de ROS. 

2.3.2. PLANTAS 

En plantas la deficiencia de Cu implica la regulación de muchos procesos 

metabólicos encaminados a destinar el poco Cu presente para su uso en las 

proteínas esenciales, como la plastocianina (PC). En esta regulación está implicado 

el factor de transcripción con dedos de zinc SQUAMOSA-PROMOTER BINDING-LIKE 

PROTEIN 7 (SPL7). SPL7 se une a las secuencias consenso GTAC presentes en los 

promotores de diversos genes que se expresan en condiciones de deficiencia de 

Cu (Nagae et al., 2008; Yamasaki et al., 2009). SPL7 regula entre otros a diferentes 

miRNAs relacionados con el control de genes que codifican a proteínas que utilizan 

Cu, como miR398, miR397, miR408 y miR857 (Burkhead et al., 2009; Pilon et al., 

2009; Yamasaki et al., 2009; Bernal et al., 2012; Garcia-Molina et al., 2013). De 
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este modo los miRNAs ayudan a regular genes no esenciales en momentos de 

deficiencia de Cu, intercambiando funciones llevadas a cabo por proteínas con Cu 

por otras proteínas que unen Fe, como es el caso de la superóxidodismutasa de 

COPT
FRO

-Cu +Cu

COPT
FRO

SPL7

SPL7

COPT1

COPT2

COPT6

Cu-microRNA

miR398

miR397

miR408

miR857

FSD1

CCS

CSD1

CSD2

Plantacianina

Lacasas

I) Aumento 
incorporación de 

Cu exterior

II) Eliminación de cuproproteínasIII) Sustitución de metaloproteínas (Cu-Fe)

Figura I.4. Esquema de la función del factor transcripcional SPL7 en función 

del cobre presente en el medio. Esquema de cómo el factor transcripcional SPL7 en 

condiciones de deficiencia de Cu en el medio (izquierda) se une a las secuencias GTAC 

presente en los promotores de diversos genes implicados en la adquisición de Cu del 

exterior celular, como los transportadores COPT y las reductasas de la membrana tipo 

FRO. A la derecha como en condiciones de suficiencia o exceso del Cu en el medio, éste 

se une a los dedos de Zn del factor SPL7 impidiendo que pueda unirse a las secuencias de 

los promotores y activar la transcripción de los mismos. En condiciones de deficiencia se 

activa la expresión de: I) genes de aumento de la incorporación de Cu desde el exterior 

(COPT1, COPT2 y COPT6); II) eliminación de cuproproteínas no esenciales (Plantacianina 

y Lacasas); III) sustitución de metaloproteínas de Cu por las de Fe (FSD1, CSD1 ó CSD2). 

Figura modificada de Perea-García, 2013. 
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Cu/Zn (CSD) que es sustituida por la superóxidodismutasa de Fe (FSD) gracias al 

miR398 que degrada las CSD, o el miR408 que inhibe la expresión de diversas 

lacasas (Abdel-Ghany et al., 2005a; Yamasaki et al., 2007; Abdel-Ghany y Pilon, 

2008; Ravet y Pilon, 2013; Peñarrubia et al., 2015).  

En exceso de Cu, éste desplaza al Zn de los dedos de Zn del factor 

transcripcional SPL7, impidiendo así la unión al DNA y la transcripción de los genes 

citados anteriormente, disminuyendo la incorporación y evitando así el efecto 

tóxico que el metal puede producir (Sommer et al., 2010) (Figura I.4). 

 

3. RED HOMEOSTÁTICA DEL HIERRO. 

3.1. Incorporación del hierro en las células. 

El Fe es un micronutriente imprescindible para todos los seres vivos y es muy 

abundante en la corteza terrestre (Märschner, 2012). Sin embargo, el problema de 

su incorporación reside en que, como se ha descrito en el apartado 1, el Fe se 

encuentra en su estado oxidado (Fe+3), siendo muy poco soluble a pH fisiológico. 

Por lo tanto, los organismos han tenido que desarrollar diversas estrategias para 

incrementar la biosdisponibilidad del Fe del medio. En el caso de las plantas, una 

dificultad añadida es que gran parte de los suelos cultivables son alcalinos, lo que 

dificulta aún más la biodisponibilidad del Fe presente en la corteza terrestre 

(Märschner, 2012). A continuación, se explican los métodos empleados para 

adquirir el Fe por los organismos utilizados en este trabajo. 

3.1.1. LEVADURAS 

En la levadura S. cerevisiae, el Fe puede entrar al interior celular mediante tres 

sistemas: sistema de reducción de alta afinidad, un sistema de transportadores de 

sideróforos, o un sistema de baja afinidad (Figura I.5). 

 Sistema reductivo de alta afinidad: la levadura S. cerevisiae posee las 

metalorreductasas Fre2/Fre3 en la membrana plasmática, que se 

encargan de reducir el Fe+3 a Fe+2, y el Cu+2 a Cu+ (Gross et al., 2000). 
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Una vez en ese estado, el Fe es introducido a través del complejo 

Fet3/Frt1 específico del Fe+2. Fet3 se encarga de volver a oxidar el 

Fe+2 a Fe+3 y en este estado es introducido en la célula por la 

permeasa Frt1 (Sanvisens y Puig, 2011). 

 Sistema de transportadores de sideróforos: la levadura S. cerevisiae 

no posee la capacidad de sintetizar sideroforos (PS) que acomplejen 

el Fe+3, pero sí posee los transportadores Arn1-4 que son capaces de 

transportar al interior celular distintos complejos Fe+3-PS (Sanvisens y 

Puig, 2011). 

 

 Sistema de baja afinidad: en condiciones anaerobias, la multicobre-

ferroxidasa Fet3 no puede funcionar, ya que en el proceso de 

Fre
2

Fet3

Fe3+

Aft1/2
Regulon
hierro

Vacuola
Ccc1

Ftr1

Fth
1Fet5

Smf3

Fe-S

Fe3+

Figura I.5. Homeostasis del hierro en la levadura S. cerevisiae. Esquema de 

los transportadores de Fe en las diferentes membranas de la levadura S. cerevisiae: 

sistema de alta afinidad (en verde) con la reductasa Fre2 y el complejo de transporte 

Fet3/Ftr1; sistema de baja afinidad (amarillo) Fet4; sistema de transportadores de 

sideroforos (morado) Arn1-4; transportador hacia la mitocondria (naranja) Mrs3/4; 

transportadores de la vacuola: Ccc1, Smf3 y Fth1/Fet5. El factor de transcripción Aft1/2 

regula la activación del regulón de hierro. 
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oxidación del Fe reduce una molécula de oxígeno a agua (De Silva et 

al., 1995). Por ello, en estas condiciones el Fe entra a través de la 

permeasa Fet4, que es capaz de introducir el Fe+2, así como otros 

metales divalentes como Cu+2, magnesio o Zn+2. 

3.1.2. PLANTAS 

Clásicamente se han descrito dos rutas de adquisición del Fe en plantas (Figura 

I.6), denominadas:  

 Estrategia I: se encuentra principalmente en plantas dicotiledóneas y, 

como en levaduras, se basa en la reducción del Fe+3 a Fe+2. Al igual 

que en la adquisición del Cu, la planta mediante la ATPasa tipo AHA 

secreta protones al exterior celular para mejorar la solubilidad del 

metal. En condiciones de alcalinidad de los suelos, se ha demostrado 

que Arabidopsis secreta productos de la ruta de los fenilpropanoides, 

conocidos como cumarinas que ayudan a la movilización y adquisición 

del Fe (Jeong et al., 2017). Posteriormente, las reductasas de la familia 

FRO, presentes en la membrana plasmática, en concreto FRO2, se 

encargan de reducir el Fe en las raíces (Robinson et al., 1999). Una vez 

como Fe+2, puede ser incorporado al interior celular a través de los 

transportadores de cationes divalentes tipo ZIP, como IRT1 (Jeong y 

Guerinot, 2009).  

 Estrategia II: se encuentra principalmente en plantas monocotiledóneas 

y se basa en la quelación del metal para incorporarlo. Para ello, estas 

plantas secretan fitosideróforos (PS), como el ácido mugineico (MA), 

que acompleja el Fe+3 y lo introduce a través de los transportadores de 

la familia Yellow Stripe (YS), como YS1 (Curie et al., 2009).  
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Sin embargo, en ciertas plantas monocotiledóneas, concretamente en el arroz, 

se ha observado que pueden utilizar ambas estrategias para la captación de Fe del 

suelo. Posiblemente se deba al ambiente de anoxia generando en los suelos 

anegados donde crecen las plantas de arroz, lo que propicia que el Fe se encuentre 

reducido y favorece la entrada a través del transportador IRT1 (Ishimaru et al., 

2006). 

 

3.2. Distribución del hierro en el interior celular. 

3.2.1. LEVADURAS 

Una vez en el interior celular, el Fe+3 ha de ser distribuido a los diferentes 

compartimentos donde va a ser necesario o almacenado. 

Figura I.6. Estrategias de adquisición del hierro en plantas. Estrategia I 

(izquierda) de reducción del Fe por FRO2 y posterior incorporación mediante el 

transportador IRT1 en plantas dicotiledóneas y la Estrategia II (derecha) de la 

adquisición de Fe mediante quelación con fitosideróforos (PS) e incorporación a través 

del transportador YS1 en plantas monocotiledóneas (Tomada de Schmidt, 2017). 
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 La vacuola es el gran reservorio de Fe. Cuando el Fe se encuentra 

en suficiencia o exceso es introducido en el lumen vacuolar por 

el transportador Ccc1. En condiciones de deficiencia de Fe, se 

inducen diferentes transportadores capaces de liberarlo. Entre 

ellos, se encuentra una metalorreductasa, Fre6 situada en la 

membrana vacuolar que reduce el hierro Fe+3 a Fe+2, y 

posteriormente es liberado en el citosol a través de un sistema 

de alta afinidad compuesto por Fet5/Fth1, análogos de Fet3/Ftr1 

(Urbanowski y Piper, 1999; Singh et al., 2007). También existe 

un sistema de baja afinidad, Smf3, que se encarga de transportar 

el Fe y otros metales divalentes (Hassett et al., 2000) (Figura 

I.5). 

 Las mitocondrias son, por otro lado, el orgánulo que más Fe 

necesita debido a que en ellas se localiza la cadena de transporte 

de electrones que lleva a cabo la respiración, donde el Fe forma 

parte de los grupos hemos y los centros Fe-S que se sintetizan 

en la matriz mitocondrial, pudiendo al mismo tiempo actuar como 

reservorio de Fe. El Fe entra en la mitocondria a través del 

transportador Mrs3/Mrs4 (Philpott y Protchenko, 2008; 

Sanvisens y Puig, 2011). 

3.2.2. PLANTAS 

Una vez en el interior celular, el Fe ha de ser distribuido por los diferentes 

compartimentos subcelulares y a toda la planta a través del xilema y el floema viaja 

hacia las hojas y las semillas, para lo cual es acomplejado por el citrato o la NA.  

En la membrana de las células del periciclo y la vasculatura existe un miembro 

de la familia de transportadores de salida de toxinas y multidrogas (MATE) 

denominada FRD3 (del inglés Ferric reductase defective3) que funciona 

introduciendo el citrato en el xilema, por lo que participa en traslocar el Fe desde 

las raíces a las partes aéreas (Jeong y Guerinot, 2009).  
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La NA se forma por las NAS a partir de S-adenosyl-L-methionine (SAM) y es 

también un compuesto quelante de Fe y otros metales divalentes (Ishimaru et al., 

2010). La NA quela el Fe y lo transporta a través del floema, ya que las plantas 

deficientes en NAS presentan clorosis en las hojas jóvenes de las plantas (Ling et 

al., 1999). El Fe-NA se moviliza a los diferentes órganos mediante los 

transportadores tipo YSL (Curie et al., 2009).  

Además, la distribución de los niveles de Fe dentro de las células es importante. 

Los compartimentos que necesitan más Fe son el cloroplasto y la mitocondria, 

porque es donde se lleva a cabo la respiración, y junto a la vacuola, son reservas 

de Fe (Figura I.7). Para mediar el tráfico de Fe a los compartimentos intracelulares 

existen diferentes transportadores: 

 La vacuola es el mayor reservorio de Fe para las semillas en 

germinación. El transportador que incorpora el Fe+2 al interior de 

la vacuola es VIT1, mientras que de la liberación del Fe 

Figura I.7. Transportadores de hierro en los órganos en la célula de A. 

thaliana. Esquema de los transportadores de Fe presentes en las membranas internas 

de la vacuola, cloroplasto y mitocondria en células de Arabidopsis. Tomada de Jeong y 

Guerinot, 2009.  
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almacenado se encargan dos transportadores de la familia 

NRAMP (del inglés Natural Resistance Associated Macrophage 

Protein), NRAMP3 y NRAMP4 (Jeong y Guerinot, 2009) (Figura 

I.7).  

 En el cloroplasto, el Fe forma parte de la cadena de transporte 

electrónico, la biosíntesis de clorofila, el ensamblaje de los grupos Fe-

S, la biosíntesis de los grupos hemo, entre otros procesos. Debido a la 

posibilidad de formación de ROS, el Fe es acomplejado por la proteína 

ferritina (FER) que une hasta 4500 átomos de Fe (Jeong et al., 2017). 

Se han identificado 4 genes FER en Arabidopsis, aunque FER1 es el de 

expresión más abundante (Petit et al., 2001). No se han encontrado 

transportadores de metales divalentes tipo ZIP en la membrana del 

cloroplasto. Sin embargo, se ha caracterizado una proteína del tipo 

permeasa de cianobacterias, la permeasa del cloroplasto 1 (PIC1), que 

complementa el fenotipo de la levadura fet3fet4, y que, po tanto, es un 

transportador de Fe (Duy et al., 2007) (Figura I.7).  

 La mitocondriarequiere gran cantidad de Fe, ya que se utiliza como 

cofactor en la cadena de transporte electrónico y para la biosíntesis de 

los grupos Fe-S, entre otros procesos. Las ferritinas de la mitocondria 

también acomplejan el Fe para que no se formen ROS (Zancani et al., 

2004). Aunque en Arabidopsis se han identificado 3 ortólogos de S. 

cerevisiae de transportadores ABC de la mitocondria 1 (ATM1), todavía 

no se ha determinado su función en el transporte de Fe a la mitocondria 

(Jeong y Guerinot, 2009) (Figura I.7). 
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3.3. Regulación de la expresión de los genes de la homeostasis 

del hierro. 

3.3.1. LEVADURAS 

La regulación de la homeostasis del Fe en S. cerevisiae es un proceso bien 

caracterizado. En condiciones de deficiencia de Fe, los factores Aft1 y Aft2 inducen 

la expresión de un conjunto de genes conocidos como el regulón de hierro, 

mediante la unión a las secuencias FeRE (elementos de respuesta a hierro), 
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Figura I.8. Regulación de la expresión génica en la homeostasis de hierro 

en Saccharomyces cerevisiae. Regulación de los genes implicados en la homeostasis 

del Fe en la levadura en función del contenido del metal en el medio. En condiciones de 

suficiencia de Fe, las glutarredoxinas Grx3y Grx4 dimerizan e interaccionan con el factor 

transcripcional Aft1/2, impidiendo que éste entre en el núcleo y active la transcripción 

de los genes del regulón. En condiciones de deficiencia el factor Cth2 se une a la región 

3´UTR de genes con secuencias ARE, propiciando la degradación de los mismos y 

disminuyendo el uso de Fe. 
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presentes en el promotor de estos genes. Entre los genes que se activan se 

incluyen las metalorreductasas FRE2 y FRE3 y los sistemas de transporte, como 

FET3, FTR1 y ARN1-4. Todo ello está encaminado a aumentar la entrada de Fe al 

citosol, tanto desde el exterior celular como de los reservorios internos (Figura I.8) 

(Sanvisens y Puig, 2011). 

Cuando aumenta el Fe, la disociación del factor Aft1 del DNA y se para la 

expresión de los genes del regulón del hierro (Lill et al., 2012). 

En condiciones de deficiencia de Fe, la levadura activa una serie de respuestas 

para remodelar el metabolismo y maximizar así el metal disponible. Los estudios 

realizados demuestran que se minimizan los procesos no esenciales que requieren 

Fe, para optimizar el Fe disponible en los procesos imprescindibles. Una de las 

proteínas implicadas en la regulación del metabolismo del Fe es el factor de 

regulación postranscripcional Cth2. Cth2 es una proteína con dos dedos de Zn en 

tándem, perteneciente al grupo de proteínas TZF (del inglés Tandem Zinc Fingers), 

altamente conservados en los eucariotas (Wang et al., 2008). Estas proteínas 

interaccionan con el RNA y llevan a cabo su regulación postranscripcional. 

Concretamente se unen a secuencias ricas en AU en el extremo 3´UTR de los 

mensajeros, conocidas como secuencias ARE y reclutan la maquinaria necesaria 

para degradar los mRNAs (Jang, 2016). 

En levadura hay 2 genes identificados conocidos como CTH1 y CTH2, ambos 

con dos TZF Cx8Cx5Cx3H (Thompson et al., 1996). El factor Cth2 se une a las 

secuencias ARE de los mensajeros de genes que codifican proteínas implicadas en 

procesos celulares dependientes de Fe y propicia su degradación e inhibe su 

traducción (Puig et al., 2005; Ramos-Alonso et al., 2018). El factor Aft1 se une a 

secuencias FeRE presentes en el promotor del gen CTH2, propiciando la activación 

transcripcional del mismo en condiciones de deficiencia de Fe. Cth2 degrada los 

mensajeros diana, optimizando el uso del Fe destinado a proteínas imprescindibles. 

Entre otros, Cth2 inhibe la expresión de sus mRNAs de genes implicados en: 

 La cadena de transporte electrónico mitocondrial, inhibiendo 

principalmente al nivel de los complejos II, III y IV, la aconitasa y la 



Introducción    

22 
 

síntesis de grupos hemo. También produce la inhibición de la síntesis 

de ácidos grasos insaturados y esteroles, múltiples aminoácidos y 

cofactores como la biotina o el ácido lipoico, todos ellos procesos 

dependientes de hierro (Puig et al., 2005). 

 El almacenamiento de Fe en las reservas, degradando el mRNA del 

transportador de Fe hacia la vacuola, Ccc1 (Puig et al., 2005). 

 La síntesis y reparación del DNA. En concreto, Cth2 provoca la 

degradación de WTM1, que codifica un inhibidor de la enzima 

ribonucleótido reductasa, activnado de esta forma la función de esta 

enzima dependiente de Fe (Sanvisens et al., 2011). 

3.3.2. PLANTAS 

La regulación de la deficiencia de hierro en plantas es compleja ya que se lleva 

a cabo a múltiples niveles y todavía no se conoce completamente (Kobayashi, 

2019; Rodríguez-Celma et al., 2019). Se han descrito diferentes tipos de factores 

reguladores de la deficiencia de Fe en plantas, sobretodo perteneciente a dos 

familias: 

 Los factores transcripcionales bHLH. Los dominios bHLH están 

compuestos por dos segmentos diferentes; un dominio de 10 a 15 

aminoácidos predominantemente básicos y un dominio de 

alrededor 40 aminoácidos que forman dos -hélices de carácter 

anfipático, separadas por una vuelta de longitud variable (HLH) 

(Pires y Dolan, 2010). Los análisis estructurales muestran que la 

región básica es la que interacciona con el DNA, mientras que las 

dos hélices participan en la formación de homo o heterodímeros 

entre proteínas bHLH, como requisito previo para que se produzca 

la interacción con el DNA (Jones, 2004). Están muy conservados y 

se encuentran en la mayoría los eucariotas, aunque fueron 

originalmente descritos en animales (Murre et al., 1989). Las 

proteínas con estos dominios regulan multitud de procesos en 

levaduras (Robinson y Lopes, 2000), animales (Massari y Murre, 
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2000; Jones, 2004) o plantas (Ramsay y Glover, 2005; Castillon et 

al., 2007; Pires y Dolan, 2010). 

Arabidopsis posee 158 proteínas con dominios clasificados como 

bHLH, mientras que en Oryza el número de proteínas con éste 

dominio asciende a 173 (Pires y Dolan, 2010). En plantas se han 

identificado un total de 26 subfamilias (Pires y Dolan, 2010). En 

Arabidopsis varios miembros bHLH están implicados en la 

respuesta a deficiencia de Fe. El factor transcripcional FIT (FER like 

iron deficiency induced transcription factor), es una proteína del 

tipo bHLH (bHLH29) que se une al DNA, homóloga del gen FER, 

primer gen identificado en la respuesta de deficiencia de Fe en 

plantas (Ling et al., 2002; Colangelo y Guerinot, 2004; Yuan et al., 

2005) FIT necesita otros factores bHLH, concretamente bHLH38 y 

bHLH39, para inducir la respuesta a deficiencia de Fe (Yuan et al., 

2008). Entre los genes que se activan ante la escasez de Fe se 

encuentran la reductasa FRO2, la nicotianamina sintasa 1 (NAS1) 

o el transportador Irt1 a nivel de proteína (Colangelo y Guerinot, 

2004). Se han descrito otros dos factores bHLH: bHLH100 y 

bHLH101, que responden a la deficiencia de Fe de modo 

independiente de FIT (Sivitz et al., 2012). 

En arroz, el homólogo de bHLH38y bHLH39, conocido como 

OsIRO2, regula la expresión de genes implicados en la homeostasis 

del Fe, activando la expresión de los genes de las nicotianamina 

sintasas 1 y 2 (OsNAS1 y OsNAS2) y del precursor de la biosíntesis 

de estas, OsNAAT1, o el transportador OsIrt1 a nivel de proteína, 

al igual que ocurre en Arabidopsis (Ogo et al., 2006; Ogo et al., 

2007; Ogo et al., 2011) (Figura I.9). IRO2 se encuentra regulado 

por el factor transcripcional IDEF1 (IDE-binding factor 1), que se 

expresa de forma constitutiva y se une a los elementos cis IDE 

presentes en IRO2 (Kobayashi y Nishizawa, 2012). 
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En Arabidopsis existen otros reguladores de tipo bHLH, conocidos 

como POPEYE (PYE) y ILR3 (bHLH105), que se encuentran 

inducidos en deficiencia de Fe. La formación de heterodímeros 

PYE-IRL3 tiene un efecto negativo sobre la expresión de genes 

implicados en el transporte de Fe hacia los orgánulos de 

almacenaje (Darbani et al., 2013; Tissot et al., 2019) (Figura I.11 

y I.12).  

 Las ubicuitin ligasas que desestabilizan proteínas como. Las 

proteínas de arroz HEMERYTHRIN MOTIF- CONTAINING REALLY 

INTERESTING NEW GENE- AND ZINC-FINGER (OsHRZ) y BRUTUS 

(BTS) de Arabidopsis están implicadas en la homeostasis del Fe a 

nivel postraduccional, con un efecto negativo sobre la estabilidad 

de sus dianas ya que funcionan como E3 ubicuitin ligasas (Long et 

Figura I.9. Reguladores transcripcionales en deficiencia de hierro en 

plantas. Esquema de los reguladores implicados en la respuesta a deficiencia de Fe en 

gramináceas y no gramináceas. a) En las no gramináceas la señal de deficiencia de Fe 

activa la expresión de los reguladores transcripcionales FER/ FIT y bHLH que inducen la 

expresión de los genes implicados en la adquisición de Fe. b) En las gramináceas la señal 

d deficiencia de Fe activa la expresión de los reguladores transcripcionales IDEF1 e IDEF2. 

IDEF1 a su vez activa la expresión del factor IRO2, induciendo todos ellos la activación de 

los genes de adquisición de Fe. Tomado de Kobayashi y Nishizawa, 2012. 
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al., 2010; Matthiadis y Long, 2016; Kobayashi et al., 2019). 

Presentan una configuración característica con diversos dominios 

muy conservados: 3 dominios hemeritrina (HHE), un dominio Zinc 

Finger CHY y CTCHY, un dominio dedo de Zn tipo RING (Really 

Interestng New Gene) y un dominio de rubredoxina (Figura I.10) 

(Kobayashi et al., 2013). El dominio HHE une Fe+2 y O2, actuando 

en el transporte de oxígeno en invertebrados (Stenkamp, 1994). El 

dominio dedo de Zn tipo RING está presente en muchas proteínas 

E3 ligasas, similares a la proteína FBXL5 humana, implicada en 

ubicuitinación de las proteínas (Vierstra, 2009; Hua y Vierstra, 

2011). Los dominios dedos de Zn CHY- y CTCHY-, interaccionan 

con DNA, RNA, proteínas o lípidos (Gamsjaeger et al., 2007) y el 

dominio rubredoxina, que une grupos Fe-S para su transferencia a 

proteínas diana como la ferredoxina (Sieker et al., 1986) (Figura 

RI.10). 

 

En Arabidopsis, BTS regula de negativamente al factor ILR3(de tipo 

bHLH). A su vez, la unión de ILR3 con PYE inhibe la expresión de 

genes de la homeostasis del Fe (Selote et al., 2015; Tissot et al., 

2019), como se ha descrito anteriormente, por lo que en ausencia 

de BTS la represión se exacerba. 

Figura I.10. Estructura de las proteínas BTS y HRZ1/2. Esquema 

representativo de los dominios de las proteínas BTS y HRZ. Modificada de Kobayashi et 

al., 2013. 



Introducción    

26 
 

 

 

 

 

 

En arroz, al igual que en Arabidopsis, OsHRZ es un regulador 

negativo de la expresión en deficiencia de Fe (Kobayashi et al., 

2013).  

 

IRO3/
PYE

PRI/ 
ILR3

NAS4 VTL2 NEETFERFRO2 IRT1

Adquisición Fe Almacenaje Fe Asimilación Fe

IRO2
/Ib

FIT

Fe
Otros
metales

Figura I.11. Esquema de la respuesta a deficiencia de hierro en plantas. 

Esquema de la respuesta de los factores activadores IDEF1 y FIT en plantas de Oryza 

y Arabidopsis, que activan la expresión de los genes de adquisición de Fe (IRT1 y FRO2) 

y de almacenaje (NAS4). Los factores sensores negativos HRZ/BTS inhiben a los 

factores bHLH IVc PRI/ILR3, evitando así la represión de los genes de almacenaje 

(NAS4, FER, VTL2) y de asimilación de Fe (AtNEET). 
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De hecho, la regulación en deficiencia de Fe en arroz tiene lugar tanto a nivel 

transcripcional (mediada por IDEF1), como a nivel postraduccional (mediada por 

Figura I.12. Esquema de la acción de los factores de regulación génica IDEF1 

y HRZ de O. sativa en función del hierro del medio. En respuesta a la suficiencia 

(panel de arriba) y deficiencia (panel de abajo) de Fe. El grosor de las flechas indica la 

mayor o menor expresión o cantidad de los genes y o metales presentes. Modificada de 

Kobayashi y Nishizawa, 2014. 

Suficiencia de Fe

Deficiencia de Fe

Genes inducibles en deficiencia de Fe: expresión OFF

Genes inducibles en deficiencia de Fe: expresión ON
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HRZ). En condiciones de suficiencia de Fe, éste se uniría a las repeticiones de 

histidina y asparragina (HN) haciendo que IDEF1 no se una a las secuencias IDE 

de los genes de la respuesta a deficiencia de Fe. Al mismo tiempo, la unión de Fe 

en los dominios hemeritrina en HRZ potencia su actividad y, por lo tanto, se reprime 

la expresión de los genes de deficiencia (Figura I.11 y I.12) (Kobayashi y Nishizawa, 

2014). En condiciones de deficiencia de Fe, éste no se uniría a los dominios HN de 

IDEF1, permitiendo la unión de otros metales, pudiendo producirse la unión de 

IDEF1 a los dominios IDE y activando así la expresión de genes de deficiencia de 

Fe. Se ha postulado que, tanto en Arabidopsis como en arroz, la escasez de Fe 

activaría a HRZ/BTS, degradando a sus proteínas diana, entre ellas ILR3 o IRO3 

que forman parte de complejos reguladores negativos (PYE-ILR3/PIR-IRO3), y de 

esta manera, la falta de éstos hace que se puedan activar los genes de respuesta 

a deficiencia de Fe (Figura I.12) (Kobayashi y Nishizawa, 2014; Kobayashi et al., 

2019). 

 

4. FAMILIA DE TRANSPORTADORES DE COBRE DE ALTA 

AFINIDAD CTR. 

La familia de proteínas Ctr está conservada en eucariotas y media la adquisición 

de Cu en las células (Puig y Thiele, 2002). Recientemente, se ha obtenido la 

estructura por difracción de rayos X del transportador Ctr1 de Salmo solar (Ren et 

al., 2019) (Figura I.13). Estas proteínas contienen 3 segmentos transmembrana 

(TM), el extremo amino-terminal en el espacio extra citosólico y el extremo 

carboxilo-terminal en el citosol (Figura I.13). En su mayoría, las proteínas tipo Ctr 

contienen en el extremo amino-terminal dominios ricos en metioninas que forman 

centros de unión a Cu. El metal es transportado a través de un poro constituido 

por los TM2 ricos en metioninas, que forman un homotrímero o heterotrímero. El 

Cu es llevado hasta el extremo citosólico, que contiene residuos de cisteínas, que 

lo ceden a metalocarabinas y lo transportan hasta las cuproproteínas diana. Una 
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vez en el interior celular, el Cu es bombeado a los compartimentos intracelulares a 

través de ATPasas de tipo P (Figura R2.13) (Puig y Thiele, 2002; Peñarrubia et al., 

2015; Ren et al., 2019).  

 

a

c
d

b

Figura I.13. Estructura de transportador de alta afinidad Ctr. a) Esquema de la 

estructura de rayos X del transportador Ctr formado por un trímero (cada monómero en un 

color). Se observan los tres dominios transmembrana (TM) de cada monómero y el sitio de 

unión del Cu+ en los residuos metionina (M146 y M150) del TM2. b) Vista ortogonal de la 

figura reprsentada en la a. c) Poro central de conducción del ion Cu+ mostrado como 

superficie naranja y d) Mecanismo propuesto para la selectividad y permeación del Cu+. Se 

muestran sólo dos subunidades. Modificado de Ren et al., 2019. 
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4.1. Transportadores Ctr en S. cerevisiae. 

En la levadura S. cerevisiae se han identificado 3 miembros de la familia Ctr. El 

primero en identificarse fue Ctr1 (Dancis et al., 1994) que posee los tres TMD y 8 

motivos extracelulares ricos en metioninas (Met), siguiendo la secuencia consenso 

Met-X2-Met-X-Met (donde X representa cualquier amino ácido, aa). (Labbé y Thiele, 

1999). Estudios posteriores identificaron un segundo transportador, Ctr3, que 

mantenía la capacidad de transportar el Cu en cepas mutantes Δctr1 (Knight et al., 

1996). Estos datos indican que son redundantes en el transporte de alta afinidad 

de Cu, pero Ctr3 no se expresa en la mayoría de cepas de S. cerevisiae por la 

presencia de un transposón (Knight et al., 1996). Ctr3 contiene varios residuos de 

cisteínas (Cys), tanto en la región N-terminal, como C-terminal. Las Cys y Met son 

unos excelentes ligandos del Cu+, que hacen que estos transportadores sean de 

alta afinidad (Labbé y Thiele, 1999). Ambos transportadores se inducen en 

condiciones de deficiencia de Cu en el medio de crecimiento, aunque presentan 

poca homología a nivel de sus secuencias proteicas (Figura I.14).  

 

El último miembro de la familia Ctr de S. cerevisiae fue identificado por la 

similitud de su secuencia con el transportador de Cu de alta afinidad de Arabidopsis, 

COPT1 (Kampfenkel et al., 1995). Se encuentra localizado en la membrana de la 

vacuola y se encarga de liberar el Cu de ésta (Rees et al., 2004). 

Figura I.14. Esquema representativo de los transportadores Ctr de 

Saccharomyces. Esquema representativo de los dominios de los transportadores de 

levadura. Se marcan en gris los 8 motivos Met-X2-Met-X-Met, en rojo el extremo amino-

terminal, TM indica los dominios transmembrana. Modificado de Pipes y Labbé 1999. 
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4.2. Transportadores COPT en Arabidopsis. 

En la planta modelo A. thaliana se han identificado 6 genes que codifican 

miembros de la familia de transportadores de Cu de alta afinidad SLC31 (CTR), 

anotados como COPT1-6 (Tabla I.1) (Sancenón et al., 2003; Garcia-Molina et al., 

2013).  

 

La caracterización de estos transportadores se ha realizado mediante diferentes 

aproximaciones experimentales: 

 La regulación transcripcional por los niveles de Cu, en la que se ha 

observado que COPT1, COPT2 y COPT6 se inducen en deficiencia de 

Cu, mientras que COPT3 y COPT5, no se regulan por los niveles del 

metal (Sancenón et al., 2003; Garcia-Molina et al., 2011). La expresión 

temporal de estos transportadores sigue ritmos circadianos y se 

Tabla I.1. Principales características de los transportadores tipo Ctr de Arabidopsis. MP-

Membrana Plasmática, MI- Membranas internas. Esquema de patrón de expresión modificado 

de Puig et al., 2014. 

COPT1 COPT2 COPT3 COPT4 COPT5 COPT6

Localización MP MP MI --- M I MP

Complementación 

Δctr1ctr3
Si Si No --- No Si

Regulación 

transcripcional por 

Cu

Si Si No --- No Si

Punta de la raíz
Patrón expresión en 

flores

Patrón expresión 

tallo y raíz
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necesitan reguladores temporales para adecuar su expresión (Andrés-

Colás et al., 2018). 

 La localización subcelular en protoplastos de A. thaliana, que permite 

la división de la familia COPT en transportadores de la membrana 

plasmática (COPT1, COPT2 y COPT6) y transportadores intracelulares 

(COPT3 y COPT5) (Andrés-Colás et al., 2010; Garcia-Molina et al., 

2011; Garcia-Molina et al., 2013; Perea-García et al., 2013; Andrés-

Colás et al., 2018). 

 La complementación funcional en cepas de S. cerevisiae deficientes 

en la asimilación de Cu, que permite dividir la familia en dos 

subgrupos. En el primero, COPT1, COPT2 y COPT6, complementan el 

fenotipo de las levaduras mutantes, mientras que los del segundo, 

COPT3 y COPT5 tan sólo revierten parcialmente el fenotipo (Sancenón 

et al., 2003; Sancenón et al., 2004; Andrés-Colás et al., 2010; Garcia-

Molina et al., 2011; Garcia-Molina et al., 2013; Perea-García et al., 

2013). Por último, COPT4, resulta tóxico para la levadura y no tiene 

conservados los residuos clave para transportar el metal (Sancenón et 

al., 2003; Puig et al., 2007). 

 

COPT1 fue el primer miembro de la familia COPT identificado y caracterizado 

(Kampfenkel et al., 1995; Sancenón et al., 2004). Las plántulas de A. thaliana 

defectuosas en la expresión COPT1 muestran una disminución significativa en la 

adquisición y acumulación de Cu, un aumento de la longitud de la raíz en 

condiciones limitantes de Cu y defectos en la formación del polen maduro 

(Sancenón et al., 2004). Estos fenotipos se correlacionan con la expresión 

mayoritaria de COPT1 en la punta de las raíces y en granos de polen y sugieren 

una función predominante de COPT1 en la adquisición de Cu del suelo y en el 

desarrollo del polen (Tabla I.1) (Sancenón et al., 2004). 

COPT2 es el transportador que presenta una mayor expresión a lo largo de toda 

la raíz. Se ha demostrado que las plantas defectuosas en la expresión de COPT2 

son más resistentes a la doble deficiencia de Cu y de Fe, lo que pone de manifiesto 



  Introducción 

33 
 

que existe una estrecha relación entre la homeostasis de ambos metales (Perea-

García et al., 2013). De hecho, el promotor del transportador COPT2 contiene 

secuencias E-Box a las que se une el factor de transcripción FIT, que induce las 

respuestas a la deficiencia de Fe en Arabidopsis (Colangelo y Guerinot, 2004), y 

que justifican su inducción en la doble deficiencia de Cu y de Fe (Perea-García et 

al., 2013).  

COPT6 en un transportador que se expresa principalmente en la parte aérea, 

en haces vasculares y tejidos reproductivos. Su papel principal es la distribución de 

Cu desde las raíces hacia las hojas y semillas, cuando hay deficiencia de Cu (Jung 

et al., 2012; Garcia-Molina et al., 2013). 

COPT5 se localiza principalmente en haces vasculares de la raíz y las silicuas. 

Se localiza en el tonoplasto y en la membrana interna de la vacuola (Tabla I.1) 

(Garcia-Molina et al., 2011; Klaumann et al., 2011). El mutante copt5 es sensible 

a la deficiencia severa de Cu, ya que es incapaz de liberar el Cu de reserva de la 

vacuola (Garcia-Molina et al., 2011; Carrió-Seguí et al., 2019). Además, los 

mutantes copt5 presentan acumulación de Cu en las raíces en condiciones de 

deficiencia de Cu en el medio, y menor contenido en silicuas y semillas, lo que 

indica que COPT5 participa en la movilización de Cu desde la raíz a los tejidos 

reproductores (Garcia-Molina et al., 2011; Klaumann et al., 2011).  
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4.3. Transportadores OsCOPT en Oryza. 

En O. sativa se han identificado 7 componentes de la familia COPT, anotados 

como OsCOPT1-7 (Yuan et al., 2010; Yuan et al., 2011). 

 

Las características que muestran los OsCOPT son: 

 La complementación funcional de las levaduras deficientes en 

transporte de Cu por parte de OsCOPT1, sólo se produce cuando 

interacciona con otras proteínas como OsCOPT5 y XA13 (Yuan et al., 

2010; Yuan et al., 2011). En cuanto al resto de miembros de la familia, 

sólo OsCOPT7 complementa el fenotipo de S. cerevisiae. OsCOPT3, 

OsCOPT4 y OsCOPT6 son capaces de complementar el fenotipo en 

medio suplementado con Cu (Yuan et al., 2011).  

 OsCOPT1 se regula transcripcionalmente por Cu, al igual que 

OsCOPT5 (Yuan et al., 2010). OsCOPT1 y OsCOPT5 muestran una 

elevada expresión en la raíz y, en menor medida, en hojas. 

 Se ha determinado que los transportadores COPT de O. sativa 

interaccionan entre ellos. OsCOPT1 y OsCOPT5 interaccionan para ser 

funcionales. OsCOPT6 interacciona con OsCOPT2, OsCOPT3 y 

OsCOPT4, lo que hace que se localicen en la membrana plasmática, 

por lo que se especula que OsCOPT6 actúa a modo de cofactor que 

ayuda los otros transportadores a localizarse en la membrana (Yuan 

et al., 2011). 

Tabla I.2. Características principales de los transportadores tipo Ctr de O. sativa. 

Características estudiadas para determinar los transportadores COPT de O. sativa. 

OsCOPT1 OsCOPT2 OsCOPT3 OsCOPT4 OSCOPT5 OsCOPT6 OsCOPT7

Complementación 

Δctr1ctr3
No No No --- No No Si

Regulación 

transcripcional 

por Cu

Si No No No Si Si (tallo) Si

Interacción con 

OsCOPT
OsCOPT5 OsCOPT6 OsCOPT6 OsCOPT6 OsCOPT1 OsCOPT2-3-4 ---
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4.4 Efectos de la sobreexpresión de los transportadores de 

cobre. 

Se han realizado diversos estudios aumentado la expresión de los 

transportadores de alta afinidad. 

En levaduras, se sobreexpresó el transportador Ctr1 completo y una línea 

mutante que contenía los 300 primeros aminoácidos, eliminando así la cola más 

larga que posee este transportador en levadura y que no está presente en otras 

especies. Los efectos más relevantes se obtuvieron en la cepa con el transportador 

truncado, ya que el extremo carboxi-terminal del transportador regula 

negativamente la entrada de Cu en condiciones de exceso del metal (Wu et al., 

2009; Schuller et al., 2013). La sobreexpresión de ambos transportadores aumenta 

la concentración de Cu endógena, pero en la cepa con el transportador truncado 

aumentan también las concentraciones de otros metales como el Zn o el Fe 

(Schuller et al., 2013). La sobreexpresión provoca un cambio en la expresión de 78 

genes en la cepa con el transportador completo y 980 genes en la del transportador 

truncado (Schuller et al., 2013). 

En plantas, la sobreexpresión del transportador COPT1 también produce un 

aumento de la concentración interna de Cu (Andrés-Colás et al., 2010). El análisis 

del cambio de patrón de expresión de las plantas COPT1 muestra 482 genes 

inducidos y 101 genes reprimidos en las condiciones de exceso y deficiencia de Cu, 

respectivamente (Perea-García, 2013). Las plantas sobreexpresoras de COPT1, 

comparadas con las plantas silvestres, presentan un tamaño menor en condiciones 

estándar de crecimiento, una mayor curvatura de los cotiledones y alteraciones en 

el desarrollo de las flores (Andrés-Colás et al., 2010). 

Los estudios realizados hasta el momento, ponen en evidencia que una mayor 

entrada de Cu, como Cu+, a través de los transportadores de alta afinidad tipo Ctr 

afecta a los organismos. Este efecto se puede deber, como hemos comentado, a 

la capacidad del Cu+ de formar ROS, que dañan la célula a diferentes niveles, desde 
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daños en la membrana plasmática hasta daños en el DNA (Rodrigo-Moreno et al., 

2013). 
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Dados los antecedentes presentados en el último apartado de la introducción, 

nos planteamos estudiar con mayor profundidad los efectos moleculares que se 

producen al sobreexpresar los transportadores de cobre de alta afinidad tipo Ctr. 

Para ello, el trabajo realizado en esta tesis se ha centrado en tres organismos, que 

componen los tres objetivos principales: 

1. Determinar los cambios moleculares que se producen al sobreexpresar 

el transportador Ctr1 en la levadura Saccharomyces cerevisiae 

mediante la eliminación de su región carboxi-terminal. 

 

2. Profundizar en el estudio de los cambios moleculares que se producen 

en las plantas de Arabidopsis thaliana sobreexpresoras del 

transportador de cobre de alta afinidad COPT1 mediante el análisis de 

su posible papel en la modificación de la homeostasis del hierro. 

 

3. Estudiar el efecto de la sobreexpresión del transportador de cobre de 

alta afinidad COPT1 de Arabidopsis thaliana en la planta de interés 

agronómico Oryza sativa. 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO Y CONDICIONES DE 

CRECIMIENTO 

1.1. Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens 

1.1.1. CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

Se han utilizado células competentes de Escherichia coli y de Agrobacterium 

tumefaciens (cepa C58). Las cepas de E. coli (One Shot Top 10 Competent Cells, 

Invitrogen) se cultivaron a 37 ºC en agitación, utilizando el medio general para 

bacterias Luria-Bertani (LB) líquido [triptona (Pronadisa) 1 % (p/v), extracto de 

levadura (Pronadisa) 0,5 % (p/v) y NaCl (Prolabo) 1 % (p/v)] o sólido [la misma 

composición con agar bacteriológico (Pronadisa) 1,5 % (p/v)]. Los medios para la 

selección de transformantes se suplementaron con ampicilina 50 μg/ml (LBA).  

La cepa C58 de A. tumefaciens (resistente a rifampicina) se cultivó a 28 ºC en 

medio LB líquido o sólido, suplementado con 1 μg/ml de kanamicina en los medios 

para la selección y cultivos de transformantes. 

1.1.2. CONSTRUCCIÓN Y OBTENCIÓN DE PLÁSMIDOS EN ESCHERICHIA COLI 

Para la construcción de los plásmidos, se amplificó el DNA a clonar mediante 

PCR (Apartado 2.4), utilizando oligonucleótidos con sitios de corte reconocidos por 

enzimas de restricción, para su posterior inserción en el vector. El producto de PCR 

se purificó mediante el sistema PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification 

Combo Kit, Mini scale (Invitrogen). Los productos de PCR purificados y los vectores 

fueron digeridos con los enzimas de restricción correspondientes (Roche). La 

digestión se llevó a cabo a 37 ºC durante toda la noche en el caso del inserto y 

durante 2 h en el caso del vector. A continuación, el vector fue digerido con shrimp 

alcaline phosphatase (SAP; Roche), incubándolo 15 min a 37 ºC y posteriormente 

se inactivó el enzima incubando a 74 ºC durante 15 min. Los productos de digestión 

se separaron en geles de agarosa al 0,8 % (Apartado 2.2), se seleccionaron las 

bandas del tamaño adecuado y se purificaron mediante el sistema PureLink™ Quick 

Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit, Mini scale (Invitrogen). Tanto el 
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vector como el inserto se cuantificaron mediante NanoDrop 2000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific), para llevar a cabo la ligación con el kit de 

ligación rápida de DNA (Roche), usando una relación de inserto a vector de 3:1. 

Se transformaron células competentes de E. coli One Shot Top10 con 15 μl de 

la ligación y los transformantes se seleccionaron en placas LBA. Los plásmidos de 

varios transformantes se aislaron mediante el kit de extracción de plásmidos 

(Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Technical Bulletin, Promega) 

y se analizaron varios clones mediante PCR y/o digestión con enzimas de 

restricción, según las condiciones del fabricante. Finalmente, el fragmento de DNA 

clonado se secuenció en el Servei Central de Suport a la Investigació Experimental 

(SCSIE) (Universitat de València). 

1.1.3. PLÁSMIDOS UTILIZADOS 

Los plásmidos utilizados en el presente trabajo han sido los siguientes: 

Tabla M.1. Listado de plásmidos utilizados. 

Plásmido Descripción Procedencia 

pRS415 LEU2, CEN Sikorski y Hieter, 1989 

pRS415-CTH2 LEU2, CEN Puig et al, 2005 

p416TEF URA3, CEN Mumberg et al, 1995 

p416TEF-CTR1 URA3, CEN Laboratorio Dr. Sergi Puig 

p416TEF-CTR1Δ300 URA3, CEN Presente trabajo 

pACT2 LEU2, CEN  

pACT2-ScCth2 LEU2, CEN Puig et al, 2005 

pACT2-AtCth2 LEU2, CEN Presente trabajo 

pACT2-AtCth2C243R LEU2, CEN Presente trabajo 

pIIIA/MS2-1 ADE2, URA3, 2μ SenGupta et al, 1996 

pIIIA/MS2-1-SDH4 ADE2, URA3, 2μ Puig et al, 2005 

pIIIA/MS2-1-ARPN ADE2, URA3, 2μ Presente trabajo 

pIIIA/MS2-1-LAC17 ADE2, URA3, 2μ Presente trabajo 
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1.2. Saccharomyces cerevisiae 

Condiciones de crecimiento en medio líquido 

Las cepas de levadura que se han utilizado se cultivaron a 30 ºC en agitación 

(190 rpm) en los siguientes medios de cultivo: 

 Medio rico YPD: extracto de levadura 1 % (p/v), peptona 

bacteriológica 2 % (p/v) y glucosa 2 % (p/v). 

 Medio sintético completo (SC): base nitrogenada para levadura sin 

aminoácidos y sin sulfato amónico (Difco) 0,17 % (p/v), (NH4)2SO4 0,5 

% (p/v), mezcla de requerimientos preparada (Formedium) 0,2 % 

(p/v) y glucosa 2 % (p/v). En el caso de los experimentos con cepas 

de levadura transformadas, se utilizó medio SC sin uno o varios 

requerimientos para el mantenimiento de los plásmidos. 

En todos los casos, una colonia independiente de células de levadura se inoculó 

en tubos de plástico (Eurotubo®, Deltalab) en un volumen entre 3 y 5 ml de medio 

SC, o con ausencia de algún requerimiento, cuando fue necesario, y se cultivó 

durante toda la noche. Al día siguiente, se procedió al refresco del cultivo en 7 ml 

de medio en tubos de plástico de 50 ml (Thermofisher) a una OD600 de 0,2 y se 

creció durante 9 h hasta la fase exponencial. Las condiciones diferentes de 

crecimiento en medio líquido que se han utilizado en este trabajo han sido: 

 Condición control: las células crecidas durante toda la noche se 

reinocularon en medio SC que carecía del requerimiento específico 

para mantener el plásmido. 

 Condición deficiencia de Fe (-Fe): para inducir la deficiencia de Fe se 

utilizó el medio SC que carecía del requerimiento específico para 

mantener el plásmido, suplementado con el quelante sulfato de 

bazofenantrolina (BPS, Sigma) a una concentración final de 100 µM. 

Dicho quelante es específico de Fe+2 y que es impermeable a la 

membrana plasmática. 
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 Distintos niveles de Cu: para estudiar el efecto del Cu en las células 

de levadura, los diferentes medios se suplementaron con las 

concentraciones de CuSO4 especificadas en cada del experimento. 

1.2.1. CONDICIONES DE CRECIMIENTO EN MEDIO SÓLIDO 

El medio sólido se obtuvo añadiendo agar bacteriológico 1,5 % (p/v) a todos 

los medios preparados, tal y como se describe en el apartado 1.2.1. Los ensayos 

de crecimiento en medio sólido se llevaron a cabo a partir de cultivos crecidos 

durante toda la noche y reinoculados hasta la fase exponencial al día siguiente, en 

medio SC que carecía del requerimiento específico para mantener el plásmido. Se 

igualó la DO600 a un valor de 0,1 y se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:100). 

Los ensayos de gotas se realizaron haciendo uso de un utensilio (replicate plater) 

que permite replicar las gotas placa por placa, a partir del cultivo directo y de cada 

una de las diluciones. Los ensayos en placa se realizaron en diferentes medios: 

 Condición control: medio SC que carecía del requerimiento específico 

para mantener el plásmido. 

 Condición deficiencia de Fe (-Fe): para inducir la deficiencia de Fe se 

utilizó el medio SC que carecía del requerimiento específico para 

mantener el plásmido (SC-ura), suplementado con BPS (Sigma) a una 

concentración final de 100 µM; y medio suplementado con 3-(2-

piridil)-5,6 bis (4-ácido fenol sulfónico)-1,2,4-triacina (ferrocina, 

Sigma) a una concentración final de 1 mM. La ferrocina es un quelante 

de Fe+2 que es impermeable a la membrana plasmática. 

 Condición mínima de crecimiento (MM): para comprobar la capacidad 

de las cepas de crecer sin lisina en el medio, se utilizó un medio 

preparado de forma casera, añadiendo los aminoácidos esenciales por 

separado (extracto de levadura 1 % (p/v), (NH4)2SO4 0,5 % (p/v), 

glucosa 2 % (p/v), histidina 0,76 % (p/v), leucina 3,8 % (p/v), 

metionina 0,76 % (p/v) y lisina 0,76 % (p/v). 

 Condiciones respiración (etanol-glicerol): para comprobar la capacidad 

de las cepas de respirar, se utilizó un medio SC que carecía del 
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requerimiento específico para mantener el plásmido (SC-ura), en el 

que se sustituye la glucosa por etanol 2 % y glicerol 3 %.  

 Medio con marcador de estrés oxidativo (azul de metileno): para 

observar el efecto del estrés oxidativo, se utilizó medio SC que carecía 

del requerimiento específico para mantener el plásmido (SC-ura), 

suplementado con azul de metileno 1 %, que actúa como marcador 

de las células con estrés oxidativo.  

 Distintos niveles de Cu: para estudiar el efecto del Cu en las células 

de levadura, los diferentes medios se suplementaron con las 

concentraciones de CuSO4 especificadas en cada del experimento. 

 Condiciones para ensayo triple híbrido: se utiliza el medio SC-ura-leu 

debido a la doble transformación de la cepa L40 coat con los plásmidos 

pACT2 y pIIIA/MS2.1. Para comprobar si se produce la interacción se 

utiliza el medio SC-ura-leu-his y para forzar las condiciones de 

interacción se utilizan diferentes concentraciones del inhibidor de la 

histidina 3-aminotriazol (3-AT) en SC-ura-leu-his. 

1.2.2. TRANSFORMACIÓN DE LEVADURA 

La transformación de S. cerevisiae con plásmidos se llevó a cabo utilizando el 

método de transformación con acetato de litio descrito en Gietz y Woods (2006). 

Las células se sembraron en placas de medio selectivo, cultivándolas a 30 ºC hasta 

la observación de colonias (2 o 3 días). Los transformantes obtenidos se purificaron 

por triple estría para asegurar que se parte de una colonia procedente de una única 

célula transformada. 

1.2.3. CEPAS UTILIZADAS DE S. CEREVISIAE 

Las cepas utilizadas en este trabajo han sido las siguientes: 
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Tabla M.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas.  

 

1.3. Arabidopsis thaliana y Oryza sativa 

En este trabajo se han utilizado plantas de: 

 Arabidopsis thaliana: silvestres (WT) ecotipo Columbia (Col 0) y el 

mutante de sobreexpresión constitutiva del transportador de Cu de 

alta afinidad COPT1 dirigida por el promotor 35S del virus del mosaico 

de la coliflor (CaMV35S) denominadas plantas COPT1OE (C1OE) 

(Andrés-Colás et al., 2010) 

 Oryza sativa: silvestres (WT) subespecie japonica (Nippombare) y dos 

líneas transgénicas sobreexpresoras constitutivas del transportador 

COPT1 de Arabidopsis dirigidas bajo el promotor CaMV35S: 

(AtCOPT1OE-1 (C1OE-1) y AtCOPT1OE-2 (C1OE-2) obtenidas en el 

presente trabajo. 

1.3.1. CULTIVO EN MACETA 

Las semillas de A. thaliana se sembraron en macetas con una mezcla de turba, 

arena y vermiculita en relación 2:1:1, se taparon con plástico transparente y se 

estratificaron durante 2 d a 4 ºC para sincronizar la germinación. Después, las 

Cepa Genotipo Procedencia 

  BY4741 
MATα, his3Δ1, leu2Δ0, 

met15Δ0,ura3Δ0 
Research Genetics 

cth1Δcth2Δ BY4741 cth1::kanMX4 cth2::HisMX6    Puig et al, 2005 

ctr1Δctr3Δ 
MATa, ctr1::ura3::KanR, ctr3::TRP1, 

his3, lys2-802 
   Puig et al, 2002 

  L40 coat 

MATa, ura3-52, leu2-3, 112, 

his3Δ200, trp1Δ1, ade2, LYS2::(LexA 

op)-HIS3, ura3::(LexA-op)-LacZ, LexA-

MS2coat (TRP1). 

Rolf Sternglanz, 

Stony Brook 
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macetas se trasladaron a cabinas de crecimiento (Sanyo Growth Cabinet MLR-

350T) en condiciones de día largo (16 h de luz a 23 ºC y 8 h de oscuridad a 16 

ºC). Una vez desarrolladas las silicuas, las plantas se dejaron secar y se procedió 

a la obtención de las semillas mediante procedimiento manual. 

Las semillas de O. sativa se sembraron en macetas de 22 x 20 cm que contenía 

una mezcla de sustrato (SEED PRO5050 Projar Professional) y perlita (pH 6-6.5) 

en relación 3:1. Las plantas crecieron en invernadero bajo condiciones de día largo 

(16 h de luz, 23 ºC / 8 h oscuridad, 17 ºC). La humedad relativa se mantuvo entre 

65 y 83 % hasta la obtención de 6-7 hojas en las panículas.  

1.3.2. CULTIVO EN PLACA 

Este sistema de cultivo se utilizó para evaluar el crecimiento de las 

plántulas en diferentes concentraciones de metales. Las semillas se desinfectaron 

de manera superficial con lejía comercial 30 % (v/v) y Triton X-100 0,02 % (p/v), 

se lavaron 4 veces con H2O estéril y se resuspendieron en fitoagar 0,01 % (p/v) 

estéril. A continuación, las semillas se estratificaron durante 2 d a 4 ºC para 

favorecer la germinación sincronizada y se sembraron en placa. Las semillas 

crecieron en condiciones de día intermedio (12 h de luz a 23 ºC y 12 h de oscuridad 

a 16 ºC) en cámaras de germinación Sanyo Growth Cabinet MLR-350T durante 7-

8 d. 

En el caso de A. thaliana se utilizó:  

 Medio ½ MS (Murashige y Skoog, 1962) preparado con los 

componentes por separado: macronutrientes (Sigma) (NH4NO3 10 

mM, KNO3 9,4 mM, MgSO4·7 H2O 0,37 mM, KH2PO4 0,62 mM y 

CaCl2 1,13 mM), micronutrientes (H3BO3 50 µM, MnSO4·H2O 36,6 

µM, ZnSO4·7H2O 15 µM, NaMoO4·2H2O 0,57 µM y CoCl2·6 H2O 0,05 

µM, KI 0,25 mM), MES 0,05 %, sacarosa 1 % y fitoagar 0,8 % 

(Duchefa); ajustado a pH 5,7 con KOH, adicionando Fe-citrato y 

CuSO4 según condiciones de estudio.  

Para el estudio de las plántulas de arroz se utilizaron: 
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 Medio ½ MS comercial (Sigma), MES 0,05 %, sacarosa 1 % y 

fitoagar 0,8 % (Duchefa); ajustado a pH 5,7 con KOH, adicionando 

CuSO4 según condiciones de estudio. Para exacerbar la deficiencia 

de Cu se añadió el quelante ácido disodio de batocuprinico 

disulfónico (BCS) 100 µM. 

 Medio ½ MS preparado con los componentes por separado: 

macronutrientes (Sigma) (NH4NO3 10 mM, KNO3 9,4 mM, MgSO4·7 

H2O 0,37 mM, KH2PO4 0,62 mM y CaCl2 1,13 mM), micronutrientes 

(H3BO3 50 µM, MnSO4·H2O 36,6 µM, ZnSO4·7 H2O 15 µM, 

NaMoO4·2 H2O 0,57 µM y CoCl2·6 H2O 0,05 µM, KI 0,25 mM), MES 

0,05 %, sacarosa 1 % y fitoagar 0,8 % (Duchefa); ajustado a pH 

5,7 con KOH, adicionando o no Fe-EDTA y CuSO4 según 

condiciones de estudio.  

1.3.3. OBTENCIÓN PLANTAS TRANSGÉNICAS DE O. SATIVA 

El casete de expresión CaMV35S::AtCOPT1-HA::NOS (Andrés-Colás et al., 

2010) se extrajo del plásmido pBI121 con los enzimas de restricción HindIII y SacI 

y se clonó en el vector binario pCMABIA1305.1 (Cambia, http://www.cambia.org/). 

El plásmido resultante se transformó en la cepa de Agrobacterium tumefaciens 

C58. Se transformaron plantas de arroz (O. sativa L cv. Nipponbare) mediante la 

obtención y posterior transformación de callos embriogénicos, siguiendo el 

protocolo de Hiei et al. (1994).  

 

2. TÉCNICAS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

2.1. Obtención de RNA total 

La obtención de RNA total de levadura se realizó a partir de 7 ml de cultivo 

crecido durante 9 h, con una OD de partida de 0,2. Todo el volumen se centrifugó 

a 4000 rpm 1 min a 4 ºC, se lavó con 1 ml de agua fría y se volvió a centrifugar a 

12000 rpm 30 s. Se eliminó el sobrenadante por aspiración y el pellet fue congelado 

http://www.cambia.org/


  Material y Métodos 

51 
 

en hielo seco y guardado a -80 ºC hasta su utilización. Para realizar la extracción, 

se utilizó el PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del 

fabricante.  

Para la obtención de RNA total de plantas se utilizaron plántulas de 7-8 d de 

crecimiento. En el caso de Oryza, se separaron la parte aérea y la raíz, utilizando 

sólo la primera para llevar a cabo la extracción. El material recogido se lavó con 

EDTA 20 μM y H2O MilliQPLUS (Millipore), se congeló con N2 líquido y se guardó a 

-80 ºC hasta su utilización. Las extracciones se llevaron a cabo utilizando el kit 

RNAeasy plant mini (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante.  

En ambos casos, se comprobó la calidad del RNA mediante un gel de 

electroforesis para RNA (Apartado 2.2), en función de la integridad de las bandas 

correspondientes a las subunidades ribosomales. La cantidad de RNA se cuantificó 

mediante NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).  

 

2.2. Electroforesis de DNA y RNA 

Los geles de electroforesis de RNA se prepararon a partir de agarosa al 1 % 

(p/v) en tampón MOPS [MOPS 40 mM, acetato sódico 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0] 

y formaldehido 2,2 M. Las muestras se solubilizaron con el tampón de carga 

correspondiente [formamida desionizada 65 % (v/v) en MOPS 1X, formaldehido 7 

% (v/v) y bromuro de etidio 20 µg/mL], se desnaturalizaron a 65 ºC durante 10 

min y se separaron aplicando un voltaje de 70-100 V en sistemas de electroforesis 

(Biorad).  

Los geles de electroforesis de DNA se realizaron para visualizar los productos 

de PCR. Para ello, se utilizaron geles de agarosa entre el 0,8 y el 1,5 % (p/v) en 

tampón TAE [Tris 40 mM; ácido acético glacial 1,14 ml/L y EDTA 20 mM]. Las 

muestras se prepararon en tampón de carga 2X [glicerol 50 % (v/v); azul de 

bromofenol 0,05 % (p/v); EDTA 100 mM]. Tras la separación electroforética con 

una corriente de 100 V, los geles fueron teñidos con bromuro de etidio 10 μg/ml. 

Los geles se visualizaron mediante un transiluminador de luz ultravioleta (Uvitec), 
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menos cuando había que recuperar las bandas para su posterior clonación, en cuyo 

caso se utilizó una lámpara UV de baja energía (IBI Kodak UV Transilluminator 

Lamp). 

 

2.3. Tratamiento con DNAsa y síntesis de cDNA 

El tratamiento con DNAsa se realizó con una concentración fija de RNA. Se 

utilizó la DNAsa libre de RNAsa (Invitrogen) a 25 ºC durante 15 min y 

posteriormente a 65 ºC durante 10 min para desactivarla con 0,65 μl de EDTA 25 

mM. En el caso de S. cerevisiae se llevó a cabo con 1 μg de RNA, mientras que en 

plantas se partió de 1,5 μg. 

El cDNA se obtuvo a partir de las muestras tratadas con DNAsa, mediante una 

reacción de transcripción reversa. Para la obtención de cDNA en S. cerevisiae se 

utilizaron 2,5 μl del RNA tratado al que se le añadieron 0,5 μl de Oligo dT plus 10 

μM, 0,8 μl de dNTPs 10 mM (Promega) y 2,2 μl de H2O para ajustar el volumen de 

la reacción. Se incubó toda la mezcla a 65 ºC durante 10 min. Pasados los 10 min, 

se añadieron 2μl Buffer RT 5X, 1,5 μl de H2O y 0,5 μl de transcriptasa reversa 

(Reverse Transcriptase Maxima, ThermoFisher). Se llevó a cabo la reacción durante 

30 min a 50 ºC, más 5 min a 85 ºC para inactivar el enzima y parar a reacción.  

En el caso de plantas, se añadió el oligonucleótido reverso del oligo (dT)15 50 

µg/µL (Roche), el RNA tratado con DNAsa y H2O, en un volumen final de 12 μl. El 

RNA se desnaturalizó a 70 ºC durante 10 min y, después de enfriar en hielo, se 

añadieron 4 μl del tampón RT 5X; 2 μl de DTT 0,1 M (ambos de Invitrogen); 1 μl 

de dNTPs 10 mM (Promega) y 1 μl de transcriptasa reversa SuperScript II 200 U/μl 

(Invitrogen). La reacción se incubó 1 h 30 min a 42 ºC y la enzima se inactivó a 70 

ºC durante 15 min.  
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2.4. RT-PCR semicuantitativa (sqPCR)  

El material de partida en el caso de levaduras fue el gDNA, mientras que para 

plantas se utilizó el cDNA obtenido en el apartado 2.3. En ambos casos se utilizó 

como molde para amplificar el gen de interés y, en su caso, el gen de control de 

carga, en reacciones independientes de PCR. La mezcla de reacción contenía, 

además del DNA molde, los oligonucleótidos del gen de interés 0,5 μM; 0,5 µL de 

dNTPs 10 mM; 2,5 µL de tampón comercial de PCR 10X; 0,75 µL de MgCl2 (Bioline) 

1,5 mM y 0,2 µL BioTaq polimerasa (Bioline) 0,5 U, en un volumen final de 25 μl. 

Las condiciones de PCR fueron las indicadas para cada par de oligonucleótidos 

(Tabla M.3) (desnaturalización a 94 ºC; hibridación según la pareja de cebadores; 

y elongación a 72 ºC). Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis y se 

fotografiaron. 

Tabla M.3 Listado de cebadores utilizados en sqPCR. En negrita los sitios de corte. 

Gen Secuencia (5´-3´) sqPCR 

CTR1-F-
BamHI 

acgGGATCCAAAATGGAAGGTATGAATATGGGT
AGCAGCA 

35 ciclos 50 ºC 

CTR1:300-
R-HindIII 

acgtAAGCTTATTTCTGAATTTCTCTTTGGATGT
CCCACCT 

35 ciclos 50 ºC 

AtCTH2-
BamHI-F 

cgcGGATCCATATGGAAAACAAAATCGCGCC
GTT 

 

35 ciclos 50 ºC 

AtCTH2-
XhoI-R 

cgcCTCGAGTCATGTGATCAGCTTGAGGGA 35 ciclos 50 ºC 

Gen directo inverso Condiciones 

AtCOPT1 
CAATGGATCCATGAAC

GAAGG 
CCTGAGGGAGGAACA

TAGTTAG 
30 ciclos 60 ºC 

18S 
ATGATAACTCGACGGA

TCGC 
CTTGGATGTGGTAGC

CGTTT 
20 ciclos 55 ºC 

ARPN 
TATCCCCCGGGTAGTT
TGGAAGATTCAAACGG

A 

TATCCCCCGGGTCTT
TATATCATTTTCAGTA
TATATATTTTTTGAA 

35 ciclos 58 ºC 

LAC17 
TATCCCCCGGGTCGGC
CATTTATCGGTTTGAC

AT 

TATCCCCCGGGAGCT
GTGCAACAGTAAATA

ATTGTA 
30 ciclos 64 ºC 
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2.5. RT-PCR cuantitativa (qPCR) 

Para llevar a cabo la qPCR de S. cerevisiae se realizó una dilución 1/5 de las 

muestras de cDNA. Se tomó una pequeña cantidad de cada una de las muestras 

que se iban a analizar y se obtuvo una mezcla de todas para poder realizar un 

curva patrón de cada uno de los genes a analizar. A partir del pool inicial 1/5 se 

realizaron diluciones seriadas (1/10, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000). Las muestras 

que iban a ser analizadas mediante qPCR fueron diluidas nuevamente a 1/40 para 

su uso.  

Para cada gen de estudio se realizó un mix que contenía: 2,1 μl de H2O, 5 μL 

de Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen), 0,2 μl de 

cada primer (directo e inverso, Tabla M4) 5 μM y 2,5 μl del cDNA dilución 1/40. El 

programa utilizado consistió en un ciclo inicial de 2 min a 50 ºC, para evitar la 

contaminación con amplicones, un ciclo de desnaturalización inicial a 95 ºC durante 

2 min y 40 ciclos de desnaturalización a 95 ºC e hibridación y elongación a 60 ºC, 

ambos de 30 s. Finalmente, se programó un último ciclo con la curva de disociación 

(desde 65 a 95 ºC, incremento de 0,5 ºC por 0,05 s). 

Tabla M.4 Listado de cebadores utilizados en S. cerevisiae en qPCR 

Gen Secuencia (5´-3´) 

 directo inverso 

ACO1 GCCATCAAGAGACCCATTGT ATCCAGCGTTTCCACATTCT 

ACT1 TCGTTCCAATTTACGCTGGTT CGGCCAAATCGATTCTCAA 

ARN2 TTCCTTTCGCTCCATTCAAG GAGATACCCAGCAGCCATTT 

BIO2 CACGAGAACCTACGACGACA TCACCGAGACCCAAAATACC 

CRS5 CTCTTGTCATTGTGGGAGCA GTGGTTTCGCATTTGCATTT 

CTH2 GCAGTTTCATTCTCTCCAC TAGGTGCCGTGCTATTCAGG 

CUP1 CAATGCCAATGTGGTAGCTG GCAGCATGACTTCTTGGTTTC 

FET3 TGACCGTTTTGTCTTCAGGT CTCCACGATTTCATCCTTCTC 

FIT1 TCTAGGGATGCCCAATCTGT ACCAGCGGTAGTGGTTTGA 

FIT3 CATCCTCTAGCACCGCTGAA CAATAACATGACGGCAGCAA 
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FTR1 GGTCACTTGCCTTTCACCAA TTGCTCTTCCGTCAACTCCT 

HEM15 CCAAAGTTGATGGCCTAATG TATTCCGATTCCCCAATGAC 

LEU1 GCCAGACAAGGTATCGTCCA TGAGTAGAGGTATGAGAGTCACCA 

MRS4 GTCTTTGCGGTGGGATAAGT GTTTCGCTGCCTCTAACCTG 

PGK1 AAGCGTGTCTTCATCAGAGTTG CGTATCTTGGGTGGTGTTCC 

RLI1 GAGCCCCTGAATCTTTGTTG CTTGGTCTGAAGGAGTTTGGA 

RNR1 CTGTGACTGCAAACGCAACTA AATGAGTGGCTACCTGTTGGA 

SDH2 CGAAGAAGGGTATGGCTACTG CACTTGGCTCGTCTGGATT 

SDH4 GCACTCCCAATGATGCCTAC AATGGAACGACGGACAAGG 

TRX2 AGTTTCTTCCATGCCTACCCT GCTTGATAGCAGCTGGGTTG 

 

Se realizó una curva estándar con diluciones seriadas de las muestras de cDNA 

(2 x 10-1, 10-1, 2 x 10-2, 10-2, 2 x 10-3 y 10-3), se normalizaron todos los datos frente 

al valor de ACT1 y se analizaron por el método 2ΔCT (Sanvisens et al., 2014). 

Para las PCR cuantitativas en tiempo real de plantas, los cebadores se 

diseñaron usando el software Primer-Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), considerando la presencia de 

intrones y el contenido en G/C (Tabla M5). Se utilizó una concentración de 300 nM 

para todos los cebadores. A cada pocillo se añadieron 6 µL de la mezcla general de 

reacción Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen), 2 µL de 

la muestra a analizar y la mezcla de cebadores directo y reverso, hasta un volumen 

final de 10 µL. El programa de amplificación consistió en un ciclo inicial de 2 min a 

50 ºC, para evitar la contaminación con amplicones, un ciclo de desnaturalización 

inicial a 95 ºC durante 2 min y 40 ciclos de desnaturalización a 95 ºC e hibridación 

y elongación a 60 ºC, ambos de 30 s. Finalmente, se programó un último ciclo con 

la curva de disociación (desde 65 a 95 ºC, incremento de 0,5 ºC por 0,05 s). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabla M.5. Listado de cebadores utilizados en plantas en qPCR 

Gen Secuencia (5´-3´) 

 directo inverso 

ACO2  CAGACCACATCTCTCCAGCA TACTTGCTGCATCGAAAACG 

ANAC087  CAATCCAACCCCATCATTTC GTCATGTTCGCGTTCACATC 

AOX1A  TGGATGTCGAGCTATGATGC GCGCTCTCTCGTACCATTTC 

AOX1D  CCATGCGATGTTGCTAGAGA AAGCCAGGAAATATGCGTTG 

ASN1  TCAACGCCTTATGAGCCTCT GCAAAAGGAATGGAGCTGAG 

AtCAD8 AAGTCGGAGTTGGGTGTTTG CAAGGGGAGATTGTCTGGAA 

AtCCR1 TATGTGGATGTTCGCGATGT GGTTCTTCTCGTCCTTGCAC 

ATH29  TCGTCACGTGTCTTCTCCTG GGCGTGAATTTGGTTCTTGT 

AtNAS4  ATGGTAGCAGCTCGTTTGGT AGCAAAGCACCAGGAGACAT 

AtRAB8D CTCCGCTTCTCAATCCACTC AAGCGAGAGCCATGGTTAGA 

AtUBQ10 TAATCCCTGATGAATAAGTGT
TCTAC  

AAAACGAAGCGATGATAAAG
AAG 

BGLU23 CAATGAGCCATGGGTTTTCT TCCGGTAAGCTTCAACTGCT 

BGLU30  CGGTCGTCGGAGAGAGTAAC GCCTTGCAAAACACCAAAAT 

BHLH038  AGAGCTGCAACAGCAAGTGA ACCAAGCCTAGTGGCAGAAA 

bHLH100  AAACCGACGACGTATCCAAC GATTGGTGGGAGGAGACAA 

bHLH101  TTGCTGTCCAGTTGCTACG GGCGTAATCCCAAGAGACAT
A 

bHLH39  CAGAGCTGCAAGAGCAAGTG ACCAAGCCTAGTCGCAGAAA 

BRUTUS  GCTCTGGCACAAGTCAATCA CGTTCATCAAATGCCGATAA 

CCH  AAGTTGGTATGTCATGCCAA ATATCAATGTCAAATGACTCA
A 

COPT2 CCTTTCGTATTTGGTGATGCT AAACACCTGCGTTAAAGGAC 

CRK21  CCAAACCAACTTGACGGAGT CCGGCAGCATGACCTATTAT 

CSD2 GTCCTACAACTGTGAAT TCCATGAGGCCCTGGAGT 

CTH1  ACTGGAGCTTGTTGTTACGG
C 

GTGGATGCCTAATCACAGGA
C 

CTH2  CTACGCAGAAGGTGTCTGTG
CG 

CCTCCTGATCTTCTTTCTTCC
CTC 

eIF6A  TCTCGTGGGCAGTTACTGTG TCTGAACCGCAGAAAGAGGT 

F6´H1 TCTACACGTGCGTTCTCTGG AAATCGGTTCCTCTCCGTTT 
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Fd2  GTCTCCGTTCCCTTCCATCA TGAGAACAAACCCTTCACCA 

FER1  CACCCAGCTAAGGATGATCG TCAGAAGCATCTGGTCGAAA 

FER3  AGAGTGTGTTTCTGAACGAA
C 

CCAAACTGCGAGATTACAGC  

FIT1  TTTTCGCGGTATCAATCCTC GGTATGTGTCCGGAGAAGGA 

FRO2  GTTGGTTTATAGCCCGACGA GGGCCGTAAGGACCTTCTAC 

FRO3  GATTCTACTGGCTTCTCTTGG CTAATCCGGCCTTCACTAAC 

FSD1  ACCGAAGACCAGATTACATA TGGCACTTACAGCTTCCCAA 

IRT1  CCCCGCAAATGATGTTACCTT GGTATCGCAAGAGCTGTGCA
T 

ISPG  TGGAAGAACGCTTTTCGACT CCGGGAGAACCACCTACATA 

LRR  GGTACTGCGACGAAGGAGAG ATTGGTGGTTTGCATCCATT 

miR398C  AAGTCCGCCGATTAGGATCT CGTCCTCGTTCTCCTCTACG 

MitoNEET  AAGCAGCAGAGAATGGTGGT TGCTTCACATGACTCCCATC 

NAS1  CGAGCACTTGGAGAAACACA ACATGCATCCACGAGTACCA 

NAS2  CGCTTCAAACCTCGTTTCTC TAGCATCACCACAGCTCCAG 

NIR1  CTCGAGGAAACCGACAGAAG TGTAGCCTACCAACCGGAAC 

Per39  TTTCATGACTGCTTCGTTCG TGATATCAGCGCAAGAGACG 

Per40  TCTACTCGTGGGTGGAAACC CAATCACTTCGAACCCTCGT 

Plantacyanin TGACTCTCATGGCTGTGTCA CACTACGTTGTGCATCCTCG 

RAD3 TTTTAGCAGCCGAGAATCGT AAACACCAGGAGGCAACAAC 

SDH2-2  TGCCGCATATGTTTGTGATT GCTAGGGCAAGACGTGCTAC 

SOME-like  GTTTAGCCGTCACGGTGATT CTGACGTGGAGAATGAGCAA 

TSO2  CTGGCTGAAGAAACGAGGAC TCGCAGACGATTGATTTCAC 

UPB1  AAGACCTTGTCGCGCAATAC TTTCGGTCAAAACCTGAACC 

ZAT12 GACACAGGAACGAGAGTGGG TTCAACGTAGTCACCGTGGG 

OsCOPT1 GGCGTACCTGCTCATGCT GTCGTTCTTGCGGTCCTC 

OsCOPT5 TGCACATGACCTTCTTCTGG CGCGAGCATGATGAGGTAT 

OsCOPT7 CTCCGCCTTCTACCAGTACC GGCGAGCATGAGGAGGTAG 

OsFER2 CGCAGTAGCAATGGAGTGAA CCCCAAAATACACCATCACC 

OsFd1 AGGGATCGACCTGCCTTACT ATGAGGTCGTCCTCCTTGTG 

OsCDGSH GGAAGGAGGAGGAGAAGGTG CAAGTAAGGGCCCCACATTA 
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OsATX1 AGTCCATGCCTCAGGTTGAT ACCGACCTTGAGGACAACAG 

OsMT1c CAACCCCTGCAACTGCTAAA CACTTGGTTTTCCAGCCATAA 

OsMT1f TGAGAAGATCACCACCACCA TTAGCAGTTGCAGGGGTTG 

OsNAS1 AAGGTCGGTGCCGCCGCC TTAGACGGACAGCTCCTTGT 

OsNAS2 GTTCCAGAAGGCGGAAGAGT GCCTAGCATCATCCACACAA 

OsNAAT1 TTTATCCAAGGTGGCAGAGG ATTGCTACCCAACCAAGTCG 

Actin1 ATCCTTGTATGCTAGCGGTC
GA 

ATCCAACCGGAGGATAGCAT
G 

OsCDS1.1 GCATGTCAACTGGACCACAC TCAGGATCAGCATGGACAAC 

OsCDS1.2 TTTGTCCAAGAGGGAGATGG CATTTCCAAGATCACCAGCA 

OsCSD2 ATCACATGGATTTCGCAACA GCCAGCAACAAGGCTGTTAT 

OsFSD1.1 GTCGTACAGGCAGCTTCACA GGATTCAAACATGGACAGCA 

OsFSD1.2 ACAAAGGCAGGGCTGTAGAT TGGGTTGCCGTTGTTGTATG 

OsHRZ1 GAATTCCACAAATGCCGGGA
GAAAGG 

AGCCAGCAAGGCGTCCAA 

OsHRZ2 TGAAGCTGCATTGGTCACTC TATCAGCCGTTTGTGAGCAG 

Los datos obtenidos se analizaron mediante el método 2-ΔΔCt (Livak y 

Schmittgen, 2001). Para ello, se utilizó el gen de referencia (ubicuitina en 

Arabidopsis y la actina en Oryza) y el valor de Ct para cada gen en particular y se 

refirió al valor de Ct obtenido con el gen de referencia en esa misma muestra (ΔCt). 

Posteriormente, este valor se refirió al ΔCt de la muestra de referencia (valores 

referidos al ΔCt promedio de las muestras de cDNA obtenido) y, de esta manera, 

se obtuvo el valor ΔΔCt que se aplicó en la fórmula 2-ΔΔCt. 

 

2.6. Micromatrices de DNA 

El estudio de expresión del genoma de arroz, se llevó a cabo utilizando 

micromatrices de oligonucleótidos de DNA de 45 K de todo el genoma de arroz, 

adquiridos en la Universidad de Arizona (http://www.ag.arizona.edu/microarray). 

El RNA de cuatro muestras biológicas independientes de la parte aérea de plántulas 

de 8 d, cultivadas en cada condición ((½ MS and ½ MS + 75 µM CuSO4) fueron 

amplificadas con el Kit MessageAmp aRNA (Ambion). El RNA amplificado (aRNA) 

http://www.ag.arizona.edu/microarray
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fue marcado usando el CyDye Post-Labeling Reactive Dye Pack, que genera sondas 

fluorescentes marcadas con Cy3 y Cy5 mediante un método (amino allyl) post-

marcaje (GE Healthcare). Cada muestra biológica se marcó con Cy3 y Cy5, para 

obtener 4 pares de réplicas intercambio de marcage (dye-swaps), que se usaron 

para la hibridación de las micromatrices. Tanto el RNA amplificado (aRNA), como 

el aRNA marcado se cuantificaron en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 

(Thermo scientific). La hibridación se llevó a cabo siguiendo el siguiente protocolo: 

las micromatrices fueron re-hidratadas exponiéndolas a vapor de agua durante 10 

s (4 veces). Después, se fijaron mediante una irradiación de ultravioleta (UV) de 

180 mJ en Stratalinker 1800 UV (Stratagene). Posteriormente, las micromatrices 

se lavaron con dodecil sulfato de sodio 1 % (SDS) (p/v) durante 5 min y 10 veces 

con H2O milliQ (Millipore), se lavaron con etanol al 100 % 5 veces y luego se 

secaron por centrifugación a 200 g. Después de este pretratamiento, se hibridaron 

durante la noche a 55 ºC con solución de hibridación [48 pmol de cada muestra 

etiquetada; formamida desionizada al 50 % (v/v)] 3X citrato de sodio salino (SSC); 

Solución de Denhardt [5X y SDS 0,1 % (p/v)]. La solución de hibridación se 

desnaturalizó durante 5 min a 65 ºC y se aplicó entre la micromatriz y un 

cubreobjetos LifterSlipTM (Erie Scientific). Después de la hibridación, se lavaron con 

SSC y SDS a concentraciones decrecientes y se secaron por centrifugación a 1000 

rpm. Los microarrays hibridados se escanearon usando un Gene Kool Autoloader 

4200AL (Axon / Molecular Devices) a 532 nm (Cy3) y 635 nm (Cy5). Los valores 

de expresión se obtuvieron con el software de análisis de microarrays GenePix Pro 

6.0 (Axon Molecular Devices). El control de calidad, la normalización y la 

determinación de los genes expresados diferencialmente se llevaron a cabo en R 

usando el paquete Limma (Smyth, 2005), como se describió previamente Andrés 

et al. (2009). Para determinar la relación de falsos positivos (FDR), los valores de 

P se ajustaron mediante una prueba múltiple de acuerdo con el método de 

Benjamini y Hochberg (1995). Los genes que mostraron una expresión diferencial 

con un mínimo de fold-change (FC) de 2 para ambas condiciones, representados 

como log2 (FC) ≥ | 1 | (-1> log-fold change [½ MS + 75 μM / ½ MS]> 1) con un 
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p-valor de 0,05 (FDR = 0,5 %) fueron seleccionados. Los conjuntos de datos de 

microarrays se han depositado en la base de datos pública de NCBI (GSE8910). 

 

2.7. Técnica de inmunodetección de proteínas 

2.7.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS 

Las plantas para realizar la extracción de proteínas fueron cultivadas en ½ MS 

+ CuSO4 75 μM, durante 7 d, se congelaron en N2 líquido y se guardaron a -80 ºC 

hasta su utilización. La extracción de proteínas se llevó a cabo triturando el material 

con un micropistilo en N2 líquido, para posteriormente añadir tampón SDS 3X [Tris-

HCl 250 mM, pH 6,8; glicerol 20 % (v/v); SDS 4 % (p/v); β-mercaptoetanol 10 % 

(v/v) y azul de bromofenol 0,025 % (p/v)], añadiendo una relación 1:2 (p/v). La 

muestra se hirvió durante 30 min a 90 ºC y se centrifugó a 12000 rpm a 4 ºC 

durante 30 min para eliminar los restos celulares y el tejido restante que no se 

haya disgregado. Se recogió el sobrenadante y se guardó a -20 ºC. Se cargaron 20 

μl del extracto de proteína y se separó por electroforesis en geles de poliacrilamida 

al 12,5 % (p/v) con SDS. 

 

2.7.2. TRANSFERENCIA Y DETECCIÓN DE PROTEÍNAS 

La transferencia de los geles de proteínas se realizó a una membrana de 

nitrocelulosa de 0,45 μm (Biorad) a 40 V durante 3 h, utilizando tampón de 

transferencia [Tris 25 mM, pH 9,3; glicina 192 mM y metanol 20 % (v/v)]. Para 

comprobar la presencia de las proteínas en la membrana, se llevó a cabo la tinción 

de la membrana con una solución con Ponceau (Ponceau 0,1 % en ácido acético 1 

%). Después se destiñó la membrana con una disolución de ácido acético 1% y se 

realizaron 3 lavados con TTBS [Tris-HCl 20 mM, pH 7,5; NaCl 0,5 M y Tween-20 

0,1 % (v/v)]. 

La inmunodetección en membrana se realizó utilizando el anticuerpo anti-HA 

marcado con peroxidasa diluido (1/10000) en tampón TTBS. En primer lugar, se 
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bloqueó la membrana con leche desnatada en polvo 5 % (p/v) durante 30 min y 

se lavó con tampón TTBS 5 min. La membrana se incubó con el anticuerpo primario 

durante 1 h y se lavó con TTBS 3 veces, de 10 min cada uno. La detección final 

del complejo antígeno/anticuerpo-peroxidasa se efectuó con el sistema ECL 

(Amersham), siguiendo las recomendaciones del fabricante y exponiendo la 

membrana en el sistema ImageQuant LAS 4000 (GE Healtcare Life Science).  

 

2.8. Determinación del contenido endógeno de cobre y hierro 

Para determinar el contenido en Cu y Fe en levadura, se recogieron 5 OD600 de 

células por centrifugación a 4000 rpm durante 1 min a 4 ºC, se lavó el material 

recogido con EDTA 1 mM, se volvió a centrifugar 12000 rpm 30 s, se lavó dos veces 

con H2O MilliQPLUS (MIllipore) y se eliminó el sobrenadante por aspiración. El pellet 

se congeló en hielo seco y se guardó a -80 ºC. Para llevar a cabo la digestión de 

las muestras, se utilizó HNO3 3 % (v/v) Suprapur® durante 12 h a 100 ºC en 

agitación. 

Las plántulas de Arabidopsis de 7 d de crecimiento se lavaron con EDTA 20 µM 

y H2O MilliQPLUS (MIllipore), se secaron y se congelaron en N2 líquido y se 

guardaron a -80 ºC. En el caso de Oryza, las plántulas de 8 d se separaron la raíz 

y los brotes, se lavaron con EDTA 20 µM y H2O MilliQPLUS (MIllipore), se secaron 

y se congelaron en N2 líquido. Para el análisis de las hojas jóvenes y viejas, el 

material se recogió y se congeló en N2 líquido. 

Posteriormente, todo el material se liofilizó utilizando un liofilizador (VirTis sp 

scientific) durante 3 d. El material se pesó para obtener el peso seco de las 

muestras y se llevó a cabo la digestión del material en HNO3 65 % (v/v) Suprapur® 

durante 12 h en un baño a 100 ºC. 

Las muestras se analizaron por espectrometría de masas con plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP-MS) en el Servei d´Instrumentació Científica 

(Universitat Jaume I), o en el Servei Central de Suport a la Investigació 
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Experimental (SCSIE) (Universitat de València). Cada medida se realizó por 

triplicado a partir de muestras de 3 experimentos biológicos independientes. 

 

2.9. Triple Híbrido  

El ensayo de triple híbrido en levadura nos sirve para detectar si se produce la 

interacción entre la proteína Cth2 y la secuencia ARE en el extremo 3´UTR del RNA 

(Figura M.1).  

Para ello, se obtuvieron los fragmentos del extremo 3´UTR que contiene la 

secuencia AREs, de unos 100 pb, mediante sqPCR utilizando los oligos 

correspondientes (Tabla M3) (Figura M.2). Se comprobaron las secuencias en el 

Servicio de Secuenciación del Servei Central de Suport a la Investigació 

Experimental (SCSIE), se digirieron con el enzima SmaI y se clonaron en el vector 

pIIIA-MS2.1.  

Figura M.1 Esquema representativo del ensayo de triple híbrido 

para testar la interacción de la proteína Cth2 con el fragmento 3´UTR 

del RNA. Figura modificada de Puig et al, 2005. 

RNA



  Material y Métodos 

63 
 

Para obtener la proteína AtCth2 se utilizaron como molde dos fragmentos, uno 

con la secuencia de la proteína silvestre (AtCth2) y otro con una mutación en los 

dedos de zinc que hace que no se pueda unir al RNA (AtCth2C243R). Se 

amplificaron utilizando los oligos correspondientes (Tabla M.3), se digirieron con 

los enzimas BamHI y XhoI y se clonaron en el vector pACT2. Una vez obtenidas 

ambas construcciones se cotransformó la cepa L40 coat. 

Se partió de un pre-cultivo de cada una de las combinaciones en SC-ura-leu. 

Se reinocularon 2 ml de SC-ura -leu con 40 μl del pre-cultivo y se dejaron crecer 

durante 5 h a 30 ºC con 190 rpm de agitación. Pasadas las 5 h se igualaron todas 

las muestras a OD600 de 0,1 y se sembraron en placas con diferentes medios: 

 SC-ura-leu, condiciones control para comprobar la cotransformación. 

 ARPN

GUAGUUUGGAAGAUUCAAACGGACCUCUUAUUAUAUUUAUUAUAAUAUA
GUUAUAAAAAUAUAUUUCAAAAAAUAUAUAUACUGAAAAUGAUAUAAAGA

 LAC17

UCGGCCAUUUAUCGGUUUGACAUGAGGUCAAUUCCUGUUCAAUAAUUUG
ACAUGAGGUCAAUUUCUUUACAAUUAUUUACUGUUGCA

Figura M.2. Fragmentos del extremo 3´UTR clonados de los genes 

Plantacianina (ARPN) y Lacasa 17 (LAC17). En negrita se resalta la secuencia ARE 

en cada uno de los genes. 

pIIIA/MS2.1

SDH4

ARPN

LAC17

Figura M.3. Combinaciones de las transformaciones realizadas para llevar a 

cabo el ensayo de triple híbrido.  
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 SC-ura-leu-his, sólo crecerán aquellas cepas donde se produzca la 

interacción entre el RNA y la proteína, ya que se expresará el gen 

HIS3. 

 SC-ura-leu-his + [3-AT], diferentes concentraciones de 3-AT para 

forzar las condiciones de interacción. 

Todos los ensayos se realizaron por duplicado con dos colonias independientes 

de cada una de las transformaciones. Las placas de dejaron crecer durante 3 d a 

30 ºC. 

3. TÉCNICAS DE ESTUDIO DE PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

3.1. Medida de peso fresco y longitud de raíz 

Para obtener las medidas de peso fresco y la longitud de las raíces, se 

sembraron semillas como se describe en el apartado 1.3.2. y para cuantificar la 

longitud de las raíces las placas se incubaron en posición vertical durante los 7 d 

de crecimiento de las plántulas. Las medias de peso fresco se realizaron recogiendo 

3-5 plántulas, pesándolas en una balanza de precisión (Sartorius research) y 

dividiendo la medida de peso fresco por el número de plántulas recogidas en cada 

caso. Las medidas de longitud de raíz y tallo se realizaron a partir de fotografías 

con una cámara digital (Panasonic, Lumix TZ-35), obtenidas de plántulas de 7-8 d, 

y analizadas mediante el programa informático Image J 

(htpp://rsbweb.nih.gov/ij/). 

 

3.2. Determinación del contenido en clorofilas 

El contenido en clorofila total en plántulas de Arabidopsis se determinó por el 

método triclorométrico (Parsons y Strickland, 1963). Se recogió el material, se pesó 

y se congeló a -80 ºC para su posterior utilización. Se añadió acetona fría 80 % en 

una relación 50 mg/ml. Se trituró el material con micropistilo y se incubaron a 4 ºC 

en agitación durante 24 h, manteniendo el material en oscuridad durante todo el 

proceso. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min y se recogió 

htpp://rsbweb.nih.gov/ij/
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el sobrenadante. Se midió la absorbancia a 664.5 nm y 647 nm, que corresponden 

con los máximos de absorción de las clorofilas A y B, respectivamente. Por último, 

se determinó el contenido en clorofila total mediante la ecuación: 

 Clorofila Total = ((17.95 * A647) + (7.9 * A664.5)) / (ml acetona* g peso fresco) 

 

3.3. Medida de hormonas 

Para la determinación del contenido de ácido abscísico (ABA), ácido indoal-3-

acético (IAA) y ácido jasmónico (JA), las plántulas de 8 d fueron liofilizadas durante 

3 d y después analizadas por UHPLC (ultra-high-pressure liquid chromatography) 

(Q-Exactive, ThermoFisher Scientific) en el Servicio de Cuantificación de Hormonas 

Vegetales del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCP, 

Valencia). 

 

3.4. Tinción de Perl 

Plántulas de 3-5 d o semillas de arroz WT y las dos líneas transgénicas 

germinaron en ½ MS con diferentes concentraciones de Cu. Se embebieron con 

una mezcla 1:1 de HCl 4 % (v/v) y ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)6·3H2O, 

solución de tinción de Perl) 4 % (v/v) durante 15 min y posteriormente se 

incubaron 30 min a temperatura ambiente (Stacey et al., 2008). 

 

3.5. Actividad ferrorreductasa 

Para la determinación de la actividad ferrorreductasa, se recogieron 3 plántulas 

de 7 d y se pesaron. A continuación, se hizo una mezcla 1:1 con disulfonato de 

bathofenantrolina (BPDS, Sigma) 300 μM y Fe III-EDTA 100 μM. Se añadió 1 ml de 

dicha mezcla a la muestra y se incubó a 30 ºC en agitación 225 rpm y en oscuridad. 

Pasados 30 min, se recogió la solución y se midió la absorbancia A535 (Grillet et al., 

2014a). 
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3.6. Respiración 

Para estudiar la respiración en levaduras, la cepa BY4741 se transformó con 

el plásmido p416TEFCRT1Δ300. Se reinocularon en SC-ura, a una OD600 de 0,2 y 

se les aplicaron los diferentes tratamientos durante 9 h. Las células 

correspondientes a 2 OD600 y se resuspendieron en 1 ml de medio de respiración 

YPEG (1 % extracto levadura, 2 % peptona, 2 % etanol, 3 % glicerol), y se 

transfirieron a una cámara hermética. Se procedió a realizar la medición del 

consumo de O2 usando un electrodo de O2 tipo Clark (Oxyview system) durante un 

mínimo de 6 min. La tasa de disminución de O2, referenciada a la cantidad de 

células (nmol O2 / OD600 * min), se tomó como índice de la capacidad respiratoria.  

Para estudiar la respiración en Arabidopsis, se utilizaron 14-16 raíces de 

plántulas de 10 d, crecidas en diferentes condiciones. Se cortaron las raíces con 

bisturí y se resuspendieron en 1,5 ml de medio ½ MS líquido sin sacarosa 

[macronutrientes (Sigma) (NH4NO3 10 mM, KNO3 9,4 mM, MgSO4·7H2O 0,37 mM, 

KH2PO4 0,62 mM y CaCl2 1,13 mM), micronutrientes (H3BO3 50 µM, MnSO4·H2O 

36,6 µM, ZnSO4·7H2O 15 µM, NaMoO4·2H2O 0,57 µM y CoCl2·6H2O 0,05 µM, KI 

0,25 mM), MES 0,05 % y ajustado a pH 5,7 con KOH). Las raíces se transfirieron 

a una cámara hermética y se realizó la medición de consumo de O2 usando un 

electrodo tipo Clark (Oxyview system). En este caso se realizó la medición de 

consumo de O2 durante un mínimo de 5 min. La tasa de disminución de O2, 

referenciada al P. F de las raíces (nmol O2 / OD600 * P.F.) se tomó como índice de 

la capacidad respiratoria.  

 

3.7. Estrés oxidativo 

Para llevar a cabo el estudio del estrés oxidativo se utilizaron placas con: 

 Azul de metileno: medio SC que carecía del requerimiento específico 

para mantener el plásmido, suplementado con azul de metileno 1 %. 
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Además de su utilización como indicador de viabilidad celular, el azul de 

bromofenol se utiliza como indicador de estrés redox debido a que pierde su color 

azul al reducirse (Nishida y Silver, 2012). 

 

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

En el capítulo 1, los análisis estadísticos de los datos obtenidos en levadura 

se han realizado utilizando el test t-Student de dos colas. Para los capítulos 2 y 3, 

el análisis estadístico de la expresión relativa se llevó a cabo comparando la 

expresión relativa de los genes (RT-PCR), basado en una comparación de a pares, 

fijado en un test de reasignación aleatoria (p<0,05) (Pfaffl, 2001). Para el resto de 

parámetros, se llevó a cabo un análisis ANOVA de dos vías con el test Duncan (p< 

0,05), tras comprobar la homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos, 

y en caso de no cumplirse dichos parámetros, se realizó un test no-paramétrico 

Kruskal Wallis, utilizando el software InfoStat, versión 2010 

(http://www.infostat.com.ar) (Di Rienzo et al., 2018). 
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ENTRADA DEL ION 

CUPROSO EN Saccharomyces cerevisiae 

El control de la cantidad de Cu que entra en las células es un proceso que está 

estrechamente regulado en todos los organismos. El Cu es clave para llevar a cabo 

diversas funciones básicas de las células, ya que forma parte de enzimas 

esenciales, como por ejemplo en la cadena de transporte electrónico de la 

mitocondria. Al mismo tiempo, la capacidad de donar y aceptar electrones hace 

que sea tóxico, al producir especies reactivas del oxígeno (ROS). Por esta razón, la 

concentración de Cu en la célula está regulada tanto a nivel de la incorporación y 

salida del metal del citosol, mediante la activación o represión de los genes que 

codifican proteínas que participan en la adquisición y compartimentación del Cu, 

como a nivel de la expresión de proteínas capaces de quelar el Cu y así evitar su 

efecto tóxico (Gross et al., 2000).  

La entrada de Cu en la levadura S. cerevisiae se produce principalmente a 

través de los transportadores de Cu de alta afinidad Ctr1 y Ctr3. Estos 

transportadores son proteínas con tres dominios transmembrana que presentan su 

lado amino-terminal hacia el exterior celular y su extremo carboxilo-terminal hacia 

el citosol. El extremo carboxilo-terminal del transportador Ctr1 de esta levadura es 

más largo que en otras especies y es rico en residuos de metionina y cisteína (Puig 

et al., 2002). Estudios anteriores demostraron que el extremo carboxilo-terminal 

de Ctr1 de levadura regula la entrada de Cu, ya que la pérdida del mismo 

imposibilita el cierre del canal y como resultado se produce una mayor acumulación 

de metal, por lo que estas células son más sensibles al exceso de Cu (Wu et al., 

2009). 
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1.1. Obtención y caracterización del mutante CTR1Δ300 con la 

entrada desregulada de cobre. 

Con el propósito de estudiar cómo puede afectar la entrada de Cu+ alterada a 

las células de la levadura S. cerevisiae, se obtuvo una cepa con el transportador 

Ctr1 sin el extremo carboxilo-terminal (Figura R1.1). Para ello, se amplificó por PCR 

un fragmento de DNA que codifica para el gen del transportador CTR1, que posee 

solamente los primeros 300 aminoácidos de la secuencia codificante del gen, 

obteniéndose de esta forma un transportador truncado. Dicho fragmento se clonó 

en el vector centromérico de expresión en levadura denominado p416TEF bajo el 

control del promotor constitutivo TEF2 (Mumberg et al., 1995; Tabla M.1). Una vez 

obtenida la construcción y comprobada mediante secuenciación, se transformaron 

las cepas BY4741 (silvestre) y ctr1Δctr3Δ con el vector p416TEF vacío o con la 

construcción p416TEF-CTR1Δ300.  

 

Con estos transformantes se estudió si el transportador truncado era capaz de 

complementar los defectos asociados a la falta de transportador de Cu de alta 

afinidad de la cepa ctr1Δctr3Δ. Para ello, se crecieron las cepas ctr1Δctr3Δ 

Figura R1.1. Esquema representativo de la estructura del transportador de 

cobre de alta afinidad Ctr1 silvestre (WT) y mutante (CTR1Δ300) en condiciones d 

exceso de cobre en el medio. 

Citosol

Exterior

MetCys

Nt

Ct

Cu+
Nt

Ct
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transformada con el vector vacío (p416TEF), con el transportador silvestre 

(p416TEF-CTR1) y con el transportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300) en medio 

líquido SC-ura durante toda la noche. Al día siguiente se igualaron todos los cultivos 

a una OD600 de 0,1 y se realizó un ensayo de crecimiento, sembrando en gotas en 

placas de medio SC suplementado con el quelante de Fe2+, sulfato de 

bazofenantrolina (BPS), que impide la entrada de Fe en la célula. Dado que el 

transportador de Fe de alta afinidad Fet3-Ftr1 es dependiente de Cu, la cepa que 

contiene el vector vacío no puede crecer a concentraciones mayores de 10 μM de 

BPS (Figura R1.2-a). Sin embargo, las cepas que contienen el transportador Ctr1, 

ya sea silvestre o truncado, fueron capaces de crecer en medio suplementado con 

concentraciones de BPS de 20 μM (Figura R1.2-a).  

Además, se estudió si estos plásmidos complementaban de defecto de 

respiración de la cepa ctr1Δctr3Δ, causado por la falta de funcionalidad de la 

citocromo oxidasa mitocondrial. Para ello, se realizaron ensayos de crecimiento en 

un medio sin glucosa, pero con las fuentes de carbono no fermentables etanol y 

glicerol (YPEG), lo que obliga a las células a respirar. De nuevo, las células con 

CTR1 silvestre y CTR1Δ300 crecieron en YPEG, mientras que la cepa que contenía 

el vector vacío era incapaz de crecer (Figura R1.2-a). Estos resultados demuestran 

que Ctr1Δ300 transporta Cu, ya que su presencia permite la utilización del metal 

por las cuproproteínas de la célula. 

Por otro lado, se determinó si la entrada de Cu produce algún tipo de toxicidad 

en las células. Para ello, se llevó a cabo un experimento de crecimiento en gotas 

en medio SC-ura suplementado con concentraciones crecientes de Cu de la cepa 

BY4741 transformada con el vector vacío (p416TEF), con el transportador silvestre 

(p416TEF-CTR1) y con el transportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300). Se partió 

de un precultivo crecido toda la noche en medio SC-ura y se igualaron todos los 

cultivos a una OD600 de 0,1. La cepa con el transportador mutante Ctr1Δ300 era 

incapaz de crecer en medio sólido a concentraciones superiores a 0,01 mM de 

CuSO4 (Figura R1.2-b). Sin embargo, el crecimiento de la cepa que expresaba el 

trasportador Ctr1 intacto sólo estaba afectado a partir de concentraciones de CuSO4 
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mayores de 1 mM, y la cepa que contenía el vector vacío era capaz de crecer 

incluso a una concentración de CuSO4 de 2 mM. Por lo tanto, este ensayo de gotas 

corrobora que la cepa que contiene el transportador truncado es más sensible a la 

Figura R1.2. Caracterización de la cepa CTR1Δ300 en diferentes medios sólidos 

mediante ensayos de gotas. (a) Ensayo de complementación de la cepa ctr1Δctr3Δ 

mediante gotas. Para comprobar la complementación se transformó la cepa ctr1Δctr3Δ 

con el vector p416TEF, p416TEF-CTR1 y p416TEF-CTR1Δ300. Se utilizó medio SC con 

diferente aporte de quelante de Fe (BPS) y medio YPEG para forzar condiciones de 

respiración. (b) Ensayo de sensibilidad al Cu de la cepa BY4741 mediante ensayo de 

gotas. Para comprobar la sensibilidad al Cu, se transformó la cepa BY4741 con el vector 

vacío (p416TEF), con el transportador Ctr1 silvestre (p416TEF-CTR1) y con el 

trasportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300) y se crecieron en medio SC-ura 

suplementado con diferentes concentraciones de CuSO4. Las placas se incubaron durante 

2 días a 30 ºC. 
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concentración de CuSO4 del medio de crecimiento, debido a que en ausencia del 

extremo carboxilo terminal no se puede inhibir el transporte del metal. 

Aunque el ensayo de gotas ya informaba de un defecto del crecimiento de la 

levadura cuando tiene el transportador truncado, se determinó si esta sensibilidad 

también se observaba en el medio líquido. Para ello, se realizó un estudio del 

crecimiento en medio SC-ura líquido con diferentes concentraciones de CuSO4. De 

partida, se igualaron todos los cultivos a una OD600 de 0,2 y se tomaron medidas 

de la OD600 cada hora y por duplicado durante 9 h (Figura R1.3). La cepa WT no 

mostró defectos de crecimiento cuando se añadió una concentración de 250 μM 

CuSO4 en el medio. Sin embargo, la cepa con el transportador truncado disminuyó 

rápidamente su tasa de crecimiento cuando el Cu aumentó en el medio, viéndose 

ésta muy comprometida cuando se le añadieron concentraciones de 7,5 μM de 

CuSO4 o superiores. Estos resultados indican que la cepa con el transportador Ctr1 

Figura R1.3. Curvas de crecimiento de las cepas WT y CTR1Δ300 en medio líquido. 

Se utilizó la cepa BY4741 transformada con vector p416TEF vacío (WT, símbolos en negrita) 

y con p416TEFCTR1Δ300 (CTR1Δ300, símbolos en blanco). De midió la OD600, por duplicado 

a cada hora en medio SC-ura con diferente aporte de CuSO4 en el medio de crecimiento 

durante 9 h. Se partió de una OD600 de 0,2 en todas las muestras. 
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truncado es también más sensible a la presencia de CuSO4 en el medio de 

crecimiento líquido.  

 

Dado que los datos de la curva de crecimiento mostraron una bajada 

pronunciada en el crecimiento de la cepa CTR1Δ300 cuando las concentraciones 

en el medio son superiores a 7,5 μM CuSO4, se comprobó la viabilidad de las células 

que expresan el transportador CTR1Δ300 a diferentes concentraciones de CuSO4. 

Para llevar a cabo el estudio de la viabilidad se utilizó la cepa BY4741 transformada 

con el vector vacío (WT) o con el transportador truncado (CTR1Δ300). Se partió 

de un precultivo de toda la noche en SC-ura y se refrescó en el mismo medio de 

crecimiento, con diferente aporte de CuSO4, a una OD600 de 0,2 y se creció durante 

9 h. Una vez transcurrido dicho tiempo, se midieron las OD600 de cada cultivo para 

Figura R1.4. Viabilidad de la levadura WT y CTR1Δ300 en medio sólido 

suplementado con CuSO4. Levaduras crecidas durante 9 h en medio SC-ura 

suplementado con diferentes concentraciones de CuSO4 y sembradas en placas a 

diferentes diluciones para cuantificar el número de colonias. Las muestras con ** 

presentan diferencias significativas con p-valor < 0,01 frente al WT en 0 μM de CuSO4, 

tras aplicar un test t-Student. 
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sembrar el equivalente de 30-300 colonias en placas SC-ura sin CuSO4. Se 

sembraron dos diluciones diferentes, por duplicado, cada una de ellas. Se mantuvo 

durante dos días a 30 ºC y se contaron el número de colonias presentes en cada 

placa. Los resultados obtenidos indican que la viabilidad de la cepa mutante 

disminuyó un 68 % cuando el medio se suplementó con 7,5 μM de CuSO4, y un 93 

% con 10 μM de CuSO4 (Figura R1.4). Estos datos indican que la entrada 

desregulada de Cu, que se produce en la cepa con el transportador truncado, afecta 

a la pérdida de viabilidad de la misma.  

Para caracterizar con más detalle el comportamiento en medios con Cu de las 

células que expresan CTR1 silvestre y CTR1Δ300, se determinaron los niveles de 

Cu endógeno. Para ello, se utilizó un cultivo en SC-ura con diferente aporte de 

CuSO4 durante 9 h a 190 rpm a 30 ºC. Una vez transcurrido el tiempo, se midieron 

las OD600 por duplicado para recoger sólo las células correspondientes a 5 OD600, 

se lavaron 2 veces con EDTA 1 mM frío y, por último, se lavaron con agua milliQ 

fría. Las células se digirieron con ácido nítrico al 3 % durante 16 h con agitación 

(1400 rpm) a 98 ºC. Posteriormente, se realizó la medición del contenido de Cu 

mediante ICP-MS. Con un aporte menor de Cu en el medio de crecimiento (10 M), 

la cepa mutante acumuló más Cu que la cepa silvestre (Figura R1.5). Por lo tanto, 

la mayor acumulación de Cu de la cepa CTR1Δ300, comparada con la silvestre, 

afecta negativamente al crecimiento y la viabilidad celular. 
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Estudios anteriores indicaban que la expresión de las metalotioneínas CUP1 y 

CRS5 aumenta en condiciones de exceso de Cu, debido a la activación del factor 

transcripcional Ace1 regulado por Cu (Gross et al., 2000). Verificamos si se 

observaban estas diferencias entre las cepas WT y CTR1Δ300 a nivel molecular. 

Para ello, se creció la cepa BY4741 transformada con el vector vacío (WT) o con el 

transportador truncado (CTR1Δ300), partiendo de una OD600 de 0,2 durante 9 h a 

30 ºC con diferente aporte de CuSO4 en el medio SC-ura. Pasado dicho tiempo, las 

células se recogieron, se lavaron con agua fría y se conservaron a -80 ºC hasta su 

utilización. Se extrajo el RNA de cada muestra (apartado 2.1 de material y métodos) 

y se obtuvo el cDNA correspondiente (apartado 2.3 de material y métodos). A 

continuación, se midió mediante qPCR el nivel de mRNA de CUP1 y CRS5. Los 

niveles de mRNA de CUP1 y CRS5 aumentaron en la cepa mutante CTR1Δ300 con 

tan solo 5 μM de CuSO4 en el medio, mientras que la cepa WT mostró dicha 

Figura R1.5. Contenido de cobre de la levadura silvestre y la cepa mutante 

CTR1Δ300. Medida de Cu mediante ICP-MS de la cepa WT y CTR1Δ300 cultivadas durante 

9 h en medio SC-ura liquido suplementado con diferente aporte de CuSO4. Las muestras 

con ** indican que tienen diferencias significativas con p-valor < 0,01 frente al WT en 0 

μM de CuSO4, tras aplicar un test t-Student.  
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activación cuando se suplementa el medio con 250 μM de CuSO4 (Figura R1.6-a). 

Estos resultados indican que las células CTR1Δ300 activan la expresión de las 

metalotioneínas como respuesta a la entrada de Cu.  

 

Así mismo, se estudió la expresión de genes implicados en la homeostasis del 

Fe, como el transportador de Fe de alta afinidad FTR1 y la metalorreductasa 

Figura R1.6. Expresión génica mediada por exceso de cobre en las cepas WT y 

CTR1Δ300. a) Expresión génica de las metalotioneínas CUP1 y CRS5 en la cepa WT y 

CTR1Δ300 en diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio de crecimiento SC-ura 

durante 9 h. b) Expresión de la metalorreductasa FET3 y el transportador de Fe de alta 

afinidad FTR1, en las mismas condiciones que en a. Expresión relativa a la expresión de 

ACT1 (actina). Las muestras que tienen diferencias significativas frente al WT en 0 μM 

de CuSO4, muestran, * p-valor < 0,05 y ** p-valor < 0,01. 
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dependiente de Cu FET3, que también se inducen en condiciones de exceso de Cu 

(Gross et al., 2000). Recientemente, se ha descrito que la inducción de FTR1 y 

FET3 por exceso de Cu también depende de Ace1 (Gaspar-Cordeiro et al., 2018). 

De acuerdo con estos antecedentes y con el mayor nivel de Cu endógeno presente 

en las células CTR1Δ300, el patrón de expresión de los genes FTR1 y FET3 fue muy 

similar al de CUP1 y CRS5 (Figura R1.6-b).  

En conjunto, estos datos indican que las células que expresan el transportador 

de Cu truncado CTR1Δ300 poseen una mayor capacidad de adquisición de Cu. Este 

Cu es utilizado por las cuproproteínas Fet3 y la citocromo oxidasa. El exceso en la 

entrada de Cu produce la activación del factor transcripcional Ace1, ya que 

observamos la expresión de sus dianas. Sin embargo, esta activación, que incluye 

el aumento en la expresión de metalotioneínas, no impide la inhibición del 

crecimiento de la cepa CTR1 Δ300, por lo que dicho aumento en la capacidad de 

quelar el metal no es suficiente para mantener la viabilidad de estas células. 

 

1.2. Caracterización de la respuesta del regulón de hierro en la cepa 

CTR1Δ300. 

Dado que los datos de expresión génica mostraron que, cuando se produce una 

mayor entrada de Cu en la levadura, aumenta la expresión de diversos genes del 

regulón de Fe, se comprobó el contenido de Fe intracelular. De igual manera que 

en el apartado anterior, se procesaron las células para la determinación de metales 

(apartado 2.8 de materiales y métodos). Cuando se suplementó el medio de cultivo 

con 5 μM de CuSO4 la medición de metales mediante ICP-MS mostró que la cepa 

CTR1Δ300 acumuló mayor contenido de Fe, en comparación con la silvestre y con 

ella misma en 0 μM de CuSO4 (Figura R1.7). Sin embargo, al añadir mayores 

cantidades de Cu al medio, no se apreciaron diferencias significativas en el 

contenido en Fe, posiblemente debido a que la reducida viabilidad de estas células 

hizo que los valores obtenidos presentaran mucha variabilidad (Figura R1.4). 
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Dado que el contenido en Fe de la cepa CTR1Δ300 en 5 μM de CuSO4 es 

significativamente mayor que el de la cepa silvestre, en el siguiente experimento 

se estudió la expresión de otros genes del regulón de Fe, a partir de las mismas 

muestras utilizadas en el apartado anterior. Para ello, se analizó la expresión de 

FIT1 y FIT3, ambos implicados en facilitar la adquisición de Fe (Protchenko et al., 

2001). Aunque no se encontraron diferencias significativas en la expresión de FIT1 

entre la cepa WT y CTR1Δ300, FIT3 mostró mayor expresión en la cepa mutante 

en 10 μM de CuSO4 (Figura R1.8). 

 

Figura R1.7. Contenido de hierro de la levadura silvestre y la cepa mutante CTR1Δ300. 

Medida de Fe mediante ICP-MS de la cepa WT y CTR1Δ300 cultivadas durante 9 h en medio 

SC-ura liquido suplementado con diferente aporte de CuSO4. Las muestras con ** indican 

que tienen diferencias significativas frente al WT en 0 μM de CuSO4, con p-valor < 0,01 tras 

aplicar un test t-Student. 
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Se analizó por qPCR la expresión de otros genes relacionados con la 

homeostasis del Fe, como el gen de la ruta de biosíntesis de la leucina, LEU1, cuya 

proteína contiene centros Fe-S necesarios para llevar a cabo su función (Ryan 

et al., 1973). El gen LEU1 presentó una disminución en la expresión en la cepa 

mutante CTR1Δ300 cuando se suplementó el medio de crecimiento con CuSO4. 

Resultados similares se obtuvieron para el gen que codifica la aconitasa, ACO1, y 

el gen que codifica la ferroquelatasa, que participa en la biosíntesis de los grupos 

Figura R1.8. Expresión de genes del regulón de hierro en la levadura silvestre y la 

cepa mutante CTR1Δ300. Expresión de FIT1 y FIT3 en las cepas WT y CTR1Δ300 en medio 

SC-ura con diferente aporte de CuSO4, cultivadas durante 9 h. Expresión relativa a la 

expresión de ACT1. Las muestras con diferencia significativa frente al WT en la condición 

de 0 μM de CuSO4, presentan * indica p-valor < 0,05 tras aplicar un test t-Student. 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

1

2

3

4

5

m
R

N
A

 (
ru

)
FIT1

FIT3

0 250 0 5 7,5 10

WT CTR1300

 [Cu] M

*



  Resultados Capítulo 1 

85 
 

hemo, HEM15, ambas proteínas también utilizan Fe como cofactor para su 

actividad enzimática (Labbe-Bois, 1990).  

Figura R1.9. Expresión génica de la cepa WT y CTR1Δ300. Expresión de los genes LEU1, 

ACO1 y HEM15 en la cepa WT y CTR1Δ300 en diferentes concentraciones de CuSO4 en medio 

de crecimiento SC-ura durante 9 h. Expresión relativa a la expresión de ACT1. Las muestras 

que tienen diferencias significativas frente al WT en 0 μM de CuSO4, muestran * p-valor < 

0,05 con test t-Student. 
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En ambos casos se observó una disminución de la expresión en la cepa 

CTR1Δ300 cuando se añade CuSO4 al medio (Figura R1.9). Estos resultados 

sugieren que la expresión de genes que codifican proteínas de Fe está afectada 

cuando la cepa CTR1Δ300 se cultiva en medios con concentraciones crecientes de 

CuSO4. 

 

1.3. Estudio del papel del regulador CTH2 en la respuesta de la 

cepa CTR1Δ300. 

Los resultados anteriores demostraban que la expresión de algunos genes de 

la homeostasis del Fe se encontraba alterada en la cepa con el transportador 

Ctr1Δ300. Cth2 es un regulador post-transcripcional de genes relacionados con la 

homeostasis de Fe en levadura como LEU1 y ACO1 (Puig et al., 2005). En primer 

lugar, se comprobó la expresión de CTH2 en las cepas silvestre y mutante 

CTR1Δ300 (Figura R1.10). La expresión del gen CTH2 aumentó en la cepa WT 

cuando se suplementó el medio con CuSO4, mientras que la activación en la cepa 

CTR1Δ300 se produjo con menor aporte de CuSO4 en el medio, 5 μM CuSO4. Sin 

embargo, la desviación en las distintas muestras no permitió observar diferencias 

significativas, frente al WT en 0 μM de CuSO4, en cantidades superiores de Cu, 

posiblemente debido a la baja viabilidad de las células en estas condiciones. 
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Cth2 es un regulador postranscripcional negativo que se une a sus mRNAs 

dianas e impide que éstos se expresen, eliminando así los mensajeros de aquellos 

genes que codifican proteínas que unen Fe, cuyos niveles interesa reducir en 

condiciones de deficiencia (Puig et al., 2005). Puesto que se observó un aumento 

en la expresión de CTH2 y un descenso de alguna de sus dianas, se analizó si dicha 

respuesta se debía a la función de Cth2 como regulador negativo. Para ello, se 

utilizó la cepa cth1Δcth2Δ (Tabla M2), y se cotransformó con un vector que 

contiene el gen CTH2 (pRS415-CTH2) y el vector con el transportador CTR1Δ300 

(p416TEF-CTR1Δ300), o con el vector pRS415 vacío y p416TEF-CTR1Δ300 (Figura 

R1.11). 

  

Figura R1.10. Expresión de CTH2 en la cepa WT y CTR1Δ300. Expresión del gen   

CTH2 en la cepa WT y CTR1Δ300 en diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio de 

crecimiento SC-ura durante 9 h. Expresión relativa a la de ACT1. Las muestras que tienen 

diferencias significativas frente al WT en 0 μM de CuSO4, muestran * p-valor < 0,05 con test 

t-Student. 
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Una vez obtenidas las cepas transformadas y purificadas, se procedió al cultivo 

durante 9 h con diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio y se realizó un 

análisis de la expresión de diversos genes mediante qPCR. Se comprobó la ya 

mencionada inducción de la expresión del gen CTH2 por Cu. Dicha inducción no se 

produjo en las cepas que contenían el vector pRS415 vacío. También se determinó 

que la expresión de la metalotioneína CUP1 mostraba un aumento cuando se 

añadía CuSO4 al medio y que no había diferencias entre ambas construcciones 

(Figura R1.12-a). A continuación, pasamos a estudiar la expresión de los genes 

LEU1 y ACO1, que en los análisis anteriores mostraban una bajada en la expresión 

en el mutante CTR1Δ300 (Figura R1.9). Se puede apreciar cómo la ausencia del 

regulador Cth2 (cth2Δ) no afecta a la expresión de ambos genes, por lo que se 

Figura R1.11. Esquema de las transformaciones utilizadas para caracterizar el 

papel de Cth2. Transformación de la cepa cth1Δcth2Δ con: (a) pRS415-CTH2 y p416TEF-

CTR1Δ300, o (b) pRS415 y p416TEF-CTR1Δ300. 

cth2Δ-CTR1Δ300CTH2-CTR1Δ300

AAAAA
Cth2

AAAAA

a) b)

AAAAA

AAAAA
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concluyó que el regulador Cth2 no es el responsable de la misma (Figura R1.12-

b).  

 

 

 

Figura R1.12. Expresión génica en la cepa cth1Δcth2Δ. a) Expresión de los genes 

CTH2 y la metalotioneína CUP1 en la cepa cth1Δcth2Δ transformada con pRS415-CTH2 y 

p416TEF-CTR1Δ300 (blanco) o pRS415 y p416TEF-CTR1Δ300 (gris), crecidas durante 9 h en 

medio SC-ura-leu con diferente aporte de CuSO4. b) Expresión de los genes LEU1 y ACO1 en 

las mismas condiciones que en a). Expresión relativa a la expresión de ACT1. Las muestras 

con diferencia significativa frente al WT en 0 μM CuSO4 presentan, * que indica p-valor < 

0,05 y ** p-valor < 0,01 con test t-Student. 
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1.4. Regulación de la expresión proteínas con centros Fe-S en la 

cepa CTR1Δ300. 

En estudios anteriores se ha propuesto que las especies reactivas del oxígeno 

pueden dañar los centros Fe-S (Bruska et al., 2015). Dada la disminución de la 

expresión del gen LEU1, implicado en la biosíntesis de leucina y que contiene 

centros Fe-S, se estudió la expresión de otros genes que también contienen centros 

Fe-S o que contienen Fe en su centro activo. Para ello, se utilizaron las muestras 

de cDNA obtenido en el apartado 1.1 del capítulo 1 y se analizaron mediante qPCR 

la expresión de los genes: BIO2 (2Fe-2S), implicado en la biosíntesis de biotina; 

RLI1 (4Fe-4S), factor implicado en la biogénesis y reciclado de ribosomas; SDH4, 

una subunidad de la succinato deshidrogenasa y TRX2, el gen de la tiorredoxina 2. 

A pesar de que el gen BIO2 aumentó su expresión en la cepa truncada en medio 

sin suplemento de CuSO4 o con 5 μM CuSO4, disminuyó a partir de 10 μM CuSO4. 

Por el contrario, la expresión del gen RLI1 no presentó cambios en la cepa 

CTR1Δ300, aunque sí que aumentó la expresión en la cepa silvestre con 250 μM 

de CuSO4. Por otro lado, los genes SDH4 y TRX2, implicados en la transferencia de 

electrones, no presentaron diferencias significativas de expresión en las diferentes 

cepas y condiciones (Figura R1.13). Por lo tanto, sólo cambió la expresión de los 

genes que codifican proteínas con centros Fe-S. 
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Estudios previos demostraron que las dificultades de crecimiento de la levadura 

en medios deficientes en lisina podrían deberse al daño en los centros Fe-S de la 

homoaconitasa (Lys4) (Foster et al., 2014). Dado que se encontró alterada la 

expresión de los genes LEU1 y BIO2, ambos con centros Fe-S, en la cepa con el 

transportador truncado, se comprobó si la levadura era capaz de crecer en medio 

Figura R1.13. Expresión de genes implicados en transferencia de electrones 

y con centros Fe-S. (a) Expresión de los genes con centros Fe-S, BIO2 y RLI1 en la cepa 

WT y CTR1Δ300 en diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio de crecimiento SC-

ura durante 9 h. (b) Expresión de los genes implicados en transferencia de electrones, SDH4 

y TRX2 en la cepa WT y CTR1Δ300 en las mismas condiciones que en (a). Expresión relativa 

a la ACT1. Las muestras que tienen diferencias significativas frente al WT en 0 μM CuSO4, 

muestran * p-valor < 0,05 o ** p-valor < 0,01 con test t-Student. 
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deficiente en lisina. Se realizó un estudio en medio mínimo de crecimiento (material 

y métodos 1.2.2) con y sin el aminoácido lisina (Figura R1.14) 

 

La adición de lisina mejoró ligeramente el crecimiento de la cepa con el 

transportador truncado en medios con CuSO4. Así pues, tanto los estudios de 

expresión como los de crecimiento, indicaron que los centros Fe-S se encontraban 

afectados en la cepa que tiene el transportador de Cu truncado y, por lo tanto, no 

regula de entrada de metal. 

Puesto que se observaron alteraciones de la actividad de proteínas con centros 

Fe-S que se equieren para la cadena de transporte de electrones mitocondrial, se 

determinó la tasa de respiración, medida como consumo de O2. Para ello, se 

comparó el crecimiento de la levadura en medios SC-ura con glucosa o con etanol-

glicerol (Material y métodos, apartado 1.1.2), para forzar la respiración (Figura 

Figura R1.14. Comprobación del daño en los centros Fe-S. Ensayo de gotas de 

la levadura transformada con el vector expresión constitutiva p416TEF vacío o con el 

transportador truncado p416TEF-CTR1Δ300, en medio mínimo de crecimiento sin lisina 

(MM) o con lisina (MM + Lys), con diferente aporte de CuSO4. Las placas se incubaron 

durante 2 días a 30 ºC. 
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R1.15-a). La cepa con el transportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300) creció peor 

en medio respiratorio (SC-ura-Et-Glic) que en el medio con glucosa. Mientras que 

la cepa con el vector vacío no mostró ningún defecto de crecimiento en medio con 

CuSO4, la cepa con el transportador Ctr1Δ300 presentó un menor crecimiento 

conforme aumentó el metal en el medio. 

Dado que la capacidad de consumir O2 disminuye en medios deficientes en Fe 

(Sato et al., 2018), se realizaron medidas de consumo de O2 para determinar si la 

respiración se veía afectada en las muestras con el transportador Ctr1Δ300. Para 

ello, se crecieron cultivos a 30 ºC con 190 rpm durante 9 h con diferente aporte 

de CuSO4 o con el quelante de Fe BPS (como control). Se recogieron 2 OD600 x ml 

de células y se resuspendieron en medio YPEG líquido para forzar la respiración. 

Las medidas del consumo de O2 se realizaron tal y como se describe en material y 

métodos (apartado 3.7). Los resultados obtenidos corroboraron que, en 

condiciones de deficiencia de Fe en el medio (-Fe), el consumo de O2 disminuye, 

tanto en la cepa con el vector vacío (p416TEF) como en la que contiene el 

transportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300) (Figura R1.15-b), pero cuando se 

midió el consumo de O2 en la cepa con el vector vacío, cultivado en medio SC-ura 

con 250 μM de CuSO4, el consumo aumentó 2,5 veces respecto a la condición 

control. Sin embargo, la cepa con el transportador truncado, cultivada en medio 

SC-ura suplementado con 5 μM de CuSO4, donde los resultados anteriores 

mostraban cambios en la concentración interna de Cu y de Fe, el consumo de O2 

también disminuyó. Por lo tanto, la entrada desregulada de Cu en la levadura con 

el transportador truncado, provoca una disminución de la tasa de respiración 

cuando aumenta el CuSO4 en el medio. 
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Figura R1.25. Estudio de la respiración en la cepa de S. cerevisiae CTR1Δ300. 

a) Ensayo de gotas en medio SC-ura con glucosa (SC-ura-Gluc) y con SC-ura con etanol y 

glicerol (SC-ura-Et-Glic) para forzar a la levadura a respirar, con diferente aporte de CuSO4, 

con la levadura transformada con vector vacío (p416TEF) o con el transportador truncado 

(p416TEF-CTR1Δ300). Las placas se incubaron durante 2 días a 30 ºC. b) Consumo de O2 

de las levaduras crecidas durante 9 h en medios control (Ctr), medio suplementado con el 

quelante de Fe, BPS, para obtener medio deficiente en Fe (-Fe) y medio suplementado con 

CuSO4, 250 μM en la cepa con vector vacío y 5 μM en la levadura con el transportador 

truncado. Se recogieron 2 OD de células, se resuspendieron en 1 ml de YPEG para forzar la 

respiración y se llevó a cabo la medición de consumo de O2, mediante un electrodo de O2 

tipo Clark (Oxyview system). Las muestras con diferencia significativa frente al WT en la 

condición de 0 μM de CuSO4, presentan * indica p-valor < 0,05 tras aplicar un test t-Student. 



  Resultados Capítulo 1 

95 
 

A continuación, se estudió con más detalle el crecimiento de la cepa CTR1Δ300 

en medios deficientes en Fe. Para ello, se realizó un experimento en medio SC-ura 

sólido suplementado con CuSO4 (2,5 μM) y con el quelante de Fe ferrocina, que 

quela el Fe del exterior celular al no poder atravesar la membrana. La cepa 

CTR1Δ300 mejora su crecimiento en placa a partir de 1 μM CuSO4 cuando aumenta 

la concentración de quelante en el medio (Figura R1.16). Estos resultados pueden 

deberse a que la presencia del quelante en el medio mejora las condiciones de 

crecimiento de la cepa CTR1Δ300 ya que entran menos metales en las células. 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que la entrada de Cu sin 

control en la levadura CTR1Δ300 provoca daños en los centros Fe-S que inhiben el 

consumo de O2. Estudios previos evidencian que el colorante azul de bromofenol 

(azul de metileno) sirve como indicador del estrés oxidativo de un cultivo, ya que 

se produce la pérdida de coloración azul en aquellas células capaces de reducirlo 

(Nishida y Silver, 2012). Para determinar si la cepa con el transportador truncado 

mostraba mayor estrés oxidativo, se realizó un estudio de gotas con este 

compuesto. Para ello, se obtuvieron cultivos crecidos durante 9 h en medio SC-ura 

con diferente aporte de CuSO4. Se igualaron los cultivos a OD600 de 0,1 y se 

realizaron diluciones seriadas. Se utilizaron dos muestras independientes y se 

Figura R1.16. Caracterización del transportador CTR1Δ300 en medio sólido con 

quelante de hierro. Ensayo de gotas de la cepa BY4741 transformada con el vector 

p416TEF, p416TEF-CTR1 y p416TEF-CTR1Δ300, en medio SC-ura suplementado con 2,5 μM 

de CuSO4 y diferente aporte de ferrocina. Las placas se incubaron durante 2 días a 30 ºC. 
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sembraron en placas SC-ura con azul metileno 1 mM y diferente aporte de CuSO4. 

Se mantuvieron 2 días a 30 ºC o hasta la aparición de colonias. La cepa con el 

transportador CTR1Δ300 dejó de crecer con 50 μM de CuSO4, mientras que el 

crecimiento del resto de cepas no se vió afectado (Figura R1.17). La cepa con el 

transportador silvestre (p416TEF-CTR1) mostró coloración azul de las colonias en 

el medio con 100 μM de CuSO4, y la cepa con el vector vacío en 250 μM de CuSO4. 

Sin embargo, en este intervalo de concentraciones de CuSO4, en la cepa con el 

transportador truncado no se apreció la coloración azul indicativa de estrés 

oxidativo. Por lo tanto, aunque el experimento sirvió para determinar el estrés 

oxidativo producido por la entrada de Cu en el interior celular, la entrada sin control 

en la levadura con el transportador truncado, impedía su crecimiento, lo que no 

nos permitió observar si se produce estrés oxidativo, en nuestras condiciones 

experimentales. 
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Figura R1.17. Estudio estrés oxidativo en la cepa CTR1Δ300. Ensayo de gotas 

de S. cerevisiae transformadas con vector vacío (p416TEF), con el transportador CTR1 

intacto (p416TEF-CTR1) o con el transportador truncado (p416TEF-CTR1Δ300). Se crecieron 

hasta fase exponencial en medio líquido SC-ura y se sembraron diluciones seriadas de los 

cultivos en medio sólido SC-ura con el indicador del estado de oxidación azul de metileno (1 

mM) y suplementado con diferentes concentraciones de Cu. Se muestran los datos de dos 

muestras independientes.  

p416TEF

p416TEFCTR1

p416TEFCTR1300

0

p416TEF

p416TEFCTR1

p416TEFCTR1300

p416TEF

p416TEFCTR1

p416TEFCTR1300

p416TEF

p416TEFCTR1

p416TEFCTR1300

p416TEF

p416TEFCTR1

p416TEFCTR1300

Muestra 1 Muestra 2

1

50

100

250

S
C

-u
ra

 +
 A

z
u

l 
M

e
ti

le
n

o
 (

1
m

M
) 

+
 [

C
u

] 


M

BY4741
      +



Resultados Capítulo 1   

98 
 

De todos los datos obtenidos se concluye que la cepa con el transportador 

truncado presenta una mayor entrada de Cu. La entrada de este exceso de Cu 

supone la expresión de los genes de destoxificación, como son las metalotioneínas 

CUP1 y CRS5, así como de los genes del regulón de Fe FTR1 y FET3. También se 

observa un mayor contenido de Fe que en la cepa silvestre en aquellas condiciones 

en las que la viabilidad no está comprometida. No se manifiestan alteraciones en 

la expresión de otros genes del regulón de respuesta a deficiencia a Fe, pero sí en 

alguna diana del regulador Cth2. Sin embargo, Cth2 no parece ser el responsable, 

ya que en su ausencia sigue existiendo la regulación de sus dianas. Estas células 

presentan alterada la respiración y la expresión de genes con centros Fe-S, como 

LEU1 y BIO2. La pérdida de viabilidad de las células probablemente no permite 

observar el daño oxidativo producido por el Cu. Evitar la entrada de Fe podría ser 

una estrategia para disminuir el daño que produce la entrada de Cu desregulada. 
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En este primer capítulo se ha analizado cómo afecta la desregulación de la 

entrada de Cu+ a las células de la levadura S. cerevisiae. El transportador de Cu+ 

de alta afinidad Ctr1 de levadura presenta un dominio carboxilo-terminal (CTD) 

más largo que en otras especies (Puig et al., 2002). Este dominio regula la entrada 

de Cu+ a través de Ctr1, ya que en las cepas mutantes que expresan Ctr1 sin el 

CTD, el canal central no se bloquea y, por tanto, la entrada de Cu+ aumenta al no 

poderse inhibir (Wu et al., 2009). 

Tras la obtención de una cepa similar a la estudiada Wu et al. (2009), que sólo 

presenta los primeros 300 aminoácidos (CTR1Δ300), hemos corroborado el 

aumento en los valores de Cu endógeno al desregular su entrada en la cepa 

CTR1Δ300. Así, a 5 μM de CuSO4 en el medio de crecimiento, los valores de 

contenido interno del metal en CTR1Δ300 son similares a los de la cepa silvestre 

cultivada en 250 μM de CuSO4 (Figura R1.5). El aumento en la expresión de genes 

implicados en la detoxificación de Cu (Labeé et al., 1999), como son las 

metalotioneínas CRS5 y CUP1 (Figura R1.6-a) corrobora la mayor entrada Cu en la 

cepa CTR1Δ300. Probablemente, como consecuencia directa de la mayor entrada 

de Cu+, se produce la disminución de la vida media y un descenso pronunciado de 

la viabilidad de la cepa CTR1Δ300 (Figuras R1.3 y R1.4).  

Por otro lado, también se inducen los genes FET3 y FTR1 del regulón de Fe, 

que aumentaron su expresión en condiciones de exceso de Cu (Figura R1.6-b) 

(Gross et al., 2000). No está claro si dicho aumento va dirigido a minimizar el efecto 

tóxico del Cu, ya que Fet3 une Cu, lo que disminuiría el pool de Cu libre (Gaspar-

Cordeiro et al., 2018). Aunque la activación de estos dos representantes del 

regulón de Fe concuerda con el mayor contenido de Fe observado en la cepa 

CTR1Δ300 (Figura R1.7). Sin embargo, otros genes del regulón de Fe no mostraron 

inducción a concentraciones de Cu en las que se observa un contenido de Fe 

incrementado (Figura R1.8), por lo que la mayor concentración de Fe no se debe 

a la activación generalizada del regulón de Fe.  

El regulador post-transcripcional Cth2 es un regulador negativo, implicado en 

la degradación de genes que codifican proteínas que consumen Fe en condiciones 
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de deficiencia del mismo en el medio de crecimiento (Puig et al., 2005). Dado que 

la expresión de CTH2 aumenta en la cepa truncada CTR1Δ300 (Figura R1.10), se 

podría especular sobre su función en la expresión de otros genes de la homeostasis 

del Fe que disminuye en la cepa CTR1Δ300 cuando hay aporte de Cu en el medio, 

como LEU1 y BIO2 (Figuras R1.9 y R1.13), que son dianas de Cth2 (Puig et al., 

2005; Puig et al., 2008). Sin embargo, los resultados obtenidos no evidencian que 

la bajada en la expresión de los genes LEU1 y ACO1 sea debida a la regulación de 

Cth2, ya que no se encontraron diferencias en la expresión de las mismas entre 

una cepa que expresa el factor Cth2 y la cepa doble mutante cth1Δcth2Δ, que 

carece tanto de Cth2 como de su homólogo Cth1, cuya función es redundante 

(Figura R1.12) (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008). 

Estudios previos han demostrado que la entrada excesiva de Cu+ causa daños 

en los centros Fe-S (Foster et al., 2014). Nuestros datos también apuntan a que 

los centros Fe-S están dañados en la cepa CTR1Δ300. Efectivamente, diferentes 

fenotipos observados, como la mejora del crecimiento en medio con lisina (Figura 

R1.14) (Foster et al., 2014), el peor crecimiento de la cepa en medio con etanol-

glicerol como fuente de carbono (Figura R1.15), la disminución de la capacidad de 

respiración, medida como la disminución del consumo de O2, de la cepa CTR1Δ300 

en medios con Cu (Figura R1.15), podrían ser explicados por el daño producido por 

el Cu+ en los centros Fe-S. Sin embargo, la mejora de la respiración de la levadura 

con el aporte de Cu también podría deberse a que las condiciones basales de 

crecimiento empleadas en el laboratorio sean ligeramente deficientes en Cu. Estos 

resultados concuerdan con la hipótesis del escudo respiratorio (respiratory shield), 

según la cual las proteínas mitocondriales de Fe (Fe-S y hemo) son necesarias para 

mantener el consumo de O2 elevado en la CTE y que el ambiente de la matriz 

mitocondrial sea microaerobio para conseguir mantener el pool de Fe2+. El 

problema por falta de escudo respiratorio se agrava en condiciones de deficiencia 

de Fe y alta entrada de Cu+. En este sentido, la función de Cth2 podría ayudar a 

paliar el defecto de proteínas Fe-S y hemo y ayudar a mantener el escudo 

respiratorio en cepas con elevado metabolismo (López-Torrejón et al., 2016; 

Wofford et al., 2019).  
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A pesar de que la respiración es menor y el contenido de Cu es más alto, la 

incapacidad de la cepa CTR1Δ300 de reducir el azul de bromofenol como indicador 

de estrés redox de la levadura (Nishida y Silver, 2012) no permite sugerir que 

presente un mayor estrés oxidativo (Figura R1.17). Curiosamente, la cepa silvestre 

sí incrementa su estrés oxidativo cuando crece a concentraciones de 250 μM de 

CuSO4 en el medio, pese a no mostrar alteraciones en la viabilidad celular (Figura 

R1.4). Una posible explicación a estos hechos es que en la cepa CTR1Δ300 se 

produzca directamente la muerte celular, antes de que se incremente el estrés 

oxidativo.  

Por último, debido al interés que tiene la levadura en las industrias del sector 

agroalimentario, se considera que el mayor contenido de Fe presente en la cepa 

CTR1Δ300 y la capacidad incrementada de esta cepa para crecer en medios 

deficientes en Fe son dos características atractivas para posibles aplicaciones 

biotecnológicas de la cepa CTR1Δ300. Sin embargo, este resultado también podría 

deberse a que el quelante empleado para forzar las condiciones de deficiencia de 

Fe, quele de forma inespecífica parte del Cu del medio, lo que le conferiría una 

mejora de las condiciones de crecimiento a la levadura. Por lo tanto, antes de 

diseñar futuras estrategias biotecnológicas, se necesitaría un estudio más detallado 

que permita discernir entre las posibles causas de los fenotipos observados.  
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2. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA SOBREEXPRESIÓN DEL 

TRANSPORTADOR DE COBRE DE ALTA AFINIDAD COPT1 

EN Arabidopsis thaliana. 

En la levadura S. cerevisiae, el factor de regulación post-transcripcional Cth2 

es un factor clave en la regulación de la homeostasis del Fe, ya que se une a las 

secuencias denominadas ARE en el extremo 3´UTR de los mRNAs, y de esta forma 

regula la estabilidad de los mismos (Puig et al., 2005).  

 

I-CARACTERIZACIÓN DEL FACTOR Cth2 EN ARABIDOPSIS. 

En Arabidopsis thaliana se han identificado 2 proteínas, At1g68200 (C3H14, 

AtCth1) y At1g66810 (C3H15, AtCth2) que muestran un 38,1 % y 40,3 % de 

similitud, respectivamente, frente a la proteína de levadura Cth2 completa, 

mientras que la zona de los dedos de Zn en tándem tienen una similitud del 56,5 

% y 58,1 % respectivamente (Reuscher, 2012).  

 

Figura R2.1. Alineamiento de la región de los dedos de zinc de las proteínas 

tipo Cth de levadura y de Arabidopsis. Los números indican la posición del último amino 

ácido de cada fila. Las C en negrita indican los residuos de cisteína de los dedos de zinc de 

los dominios CX8CX5CX3H, indicados arriba de la figura. 

ScCth1  VNKTLYKTELCESFTIKGYCKYGNKCQFAHGLNELKFKKKSNNYRTKPCINWSKLGYCPYGKRCCFKHGDDKDVEIYQNA 

ScCth2  TPKQLYKTELCESFTLKGSCKYGNKCQFAHGLNELKFKKKSNNYRTKPCINWSKLGYCPYGKRCCFKHGDDKDVEIYQNA 

AtCth1  YNQGMTKTELCNKWQETGTCPYGDHCQFAHGIKELRPVIRHPRYKTEVCRMVLAGDNCPYGHRCHFRHSLSEQEKLVAAG 

AtCth2  YRQGMMKTELCNKWQETGACCYGDNCQFAHGIDELRPVIRHPRYKTEVCRMMVTGAMCPYGHRCHFRHSLTDQERMMMMM 

      :   : : *****:.:  .* * **.:******: **:      .::*: *        ****:** *:*.  .:  :     
ScCth1  VNKTLYKTELCESFTIKGYCKYGNKCQFAHGLNELKFKKKSNNYRTKPCINWSKLGYCPYGKRCCFKHGDDKDVEIYQNA 

ScCth2  TPKQLYKTELCESFTLKGSCKYGNKCQFAHGLNELKFKKKSNNYRTKPCINWSKLGYCPYGKRCCFKHGDDKDVEIYQNA 

AtCth1  YNQGMTKTELCNKWQETGTCPYGDHCQFAHGIKELRPVIRHPRYKTEVCRMVLAGDNCPYGHRCHFRHSLSEQEKLVAAG 

AtCth2  YRQGMMKTELCNKWQETGACCYGDNCQFAHGIDELRPVIRHPRYKTEVCRMMVTGAMCPYGHRCHFRHSLTDQERMMMMM 

      :   : : *****:.:  .* * **.:******: **:      .::*: *        ****:** *:*.  .:  :     
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En estudios previos, se ha relacionado la función de AtCth1 y AtCth2 de 

Arabidopsis con la formación y remodelación de las paredes celulares y su 

implicación en la esterilidad de las plantas por las dificultades en la formación del 

grano de polen (Chai et al., 2015). Sin embargo, todavía no se ha estudiado si la 

función de los Cths tiene alguna relación con la homeostasis metálica en plantas. 

En nuestro grupo se ha observado que al sobreexpresar el transportador de Cu 

COPT1 en Arabidopsis, la expresión de AtCTH2 aumentaba cuando la concentración 

de Cu era elevada (ver Figura R2.6). Este resultado está de acuerdo con el aumento 

de la expresión de Cth2 observado en levaduras con CTR1 300 indicado en el 

capítulo 1 (Figura R1.10). Este hecho sugiere que los homólogos de Cth2 de 

Arabidopsis también podrían estar implicados en la regulación de genes de la 

homeostasis de metales en plantas. 

 

2.1 Selección de posibles dianas de la proteína Cth2 

relacionados con la homeostasis de metales en base a la 

presencia de posibles AREs. 

Previamente se han sugerido posibles dianas de AtCth1 y AtCth2, basándose 

en los análisis comparativos en micromatrices obtenidas de plantas con niveles 

alterados de expresión de AtCth2 (Chai et al., 2015). Sin embargo, no se ha 

estudiado la presencia de secuencias ARE en el extremo 3´UTR de los genes que 

pudieran ser dianas de AtCth2 en Arabidopsis.  

Para analizar la presencia de dichas secuencias, se realizó un estudio in silico 

de los genes de A. thaliana que contenían la secuencia ARE consenso UUAUUUAUU, 

o alguna de las variantes UAUUUAUU o UUAUUUAU que podrían participar en la 

unión de AtCth2. Se hizo una búsqueda con cada una de las secuencias anteriores 

en el extremo 3´UTR de la base de datos del TAIR (www.arabidopsis.org), 

obteniéndose 359, 758 y 849 genes, respectivamente. Con el objetivo de completar 

el estudio para incluir los genes de Arabidopsis en los que no se ha determinado el 

extremo 3´UTR, se realizó otra búsqueda en +1000 bases, tras el codón de parada  
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y después del extremo 3´UTR si este está determinado. Por lo tanto, para 

obtener el número total de genes que contienen alguna de las tres secuencias 

estudiadas, se juntaron los valores obtenidos para cada una de las secuencias, se 

combinaron los valores que se encontraban repetidos (para determinar los genes 

que tuvieran el elemento cis, tanto en el extremo 3´UTR como más allá, en las 

+1000 bases). De esta forma, se obtuvieron 2263 genes que contienen la 

secuencia UUAUUUAUU, 4510 genes que contienen la secuencia UAUUUAUU y 

4713 genes que contienen la secuencia UUAUUUAU. Como cabía esperar al juntar 

los genes de las 3 secuencias se encontraron genes repetidos, de manera que el 

cómputo final fueron 6563 genes que contienen alguna de las 3 secuencias 

analizadas (Tabla R2.1). Una vez obtenida la lista de genes, se realizó un análisis 

de enriquecimiento de “Gene Ontology” (GO) mediante GOrilla (http://cbl-

gorilla.cs.technion.ac.il/). De dicho análisis, en el apartado de Procesos Biológicos, 

salieron sobrerrepresentados los Procesos de Óxido-Reducción (p-value 1,26*10-4) 

y, en menor medida, los Procesos de Biosíntesis y Metabolismo de Ácidos Grasos 

Insaturados (8,39*10-4). Sin embargo, en el apartado de Función Biológica salieron 

sobrerrepresentadas la Actividad Desaturasa (p-value 8,39*10-4) y, con mayor 

robustez, la Función de Unión de Metales (p-value 1,06*10-4) y, concretamente, 

dentro de éste, la Unión a Grupos Hierro-Azufre (Fe-S) (p-value 1,06*10-4) (Figura 

R2.1). Dado que el análisis de enriquecimiento nos indicaba que los genes con 

dichas secuencias están, sobretodo, relacionados con la unión a metales, se buscó 

el GO de todos los genes obtenidos y se filtraron aquellos que contenían las 

palabras “Cobre” o “Hierro”. 
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Tabla R2.1. Número de secuencias ARE en los genes de Arabidopsis. Secuencias 

ARE de genes encontradas en el TAIR, en dos bases de datos diferentes: en el extremo 

3´UTR y en +1000 pb, más allá del extremo 3´UTR, si éste está determinado, o después del 

codón de parada, si el extremo 3´UTR no está determinado. 

 

Secuencia ARE Elementos en 3´UTR Elementos en + 1000 pb 

UUAUUUAUU 359 2263 

UAUUUAUU 758 4510 

UUAUUUAU 849 4713 
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Figura R2.2. Funciones Moleculares enriquecidas en los genes con 

secuencias ARE en Arabidopsis thaliana. Resultado de la búsqueda de “Gene 

Ontology” en la categoría de Función Molecular obtenidas en la página web GOrilla 

(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) 

http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/
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Se encontraron 90 genes relacionados con la homeostasis del Fe que contenían 

secuencias ARE (Tabla R2.2). Entre ellos se encuentran varios genes que codifican 

citocromos P450, varias inositol oxigenasas (MIOX) y transportadores como VTL2 

o YSL1. De todos ellos, 20 genes codifican proteínas que contienen centros Fe-S, 

entre ellas 6 glutarredoxinas, 4 caspasas ubicadas en membrana plasmática, varias 

proteínas localizadas en el cloroplasto (HCAR, SUFE2, ABC18, DME, At1g60990, 

PSAB), en la mitocondria (CNX2, BIO2, UCR1-1, EMB1467) y en el citosol (GRXS13,  

AT4G32990). Además, entre las posibles dianas de Cth2 se encuentra la Ferritina 

3 (FER3), implicada en el almacenaje de Fe en condiciones de exceso del metal 

(Briat et al., 2010) (Tabla R2.2).  

Tabla R2.2. Genes de Arabidopsis thaliana que codifican proteínas 

relacionadas con el Fe con secuencias ARE. Los números en cursiva indican la posición 

del ARE UUAUUUAUU; los números sin cursiva indican la posición en cualquiera de las otras 

dos secuencias (UAUUUAUU o UUAUUUAU). 

ID Gen  Nombre 
Gen  

Descripción Gen Posición ARE 

Homeostasis    

AT1G58340 DTX48 Protein detoxification 48  149 

AT1G76800 VTL2 Vacuolar iron transporter 
homolog 2  

177 

AT3G43630 --- Vacuolar iron transporter 
homolog 3 

606 

AT3G08040 DTX43 Protein detoxification 43 9 

AT3G56090 FER3 Ferritin-3, chloroplastic  177 

AT4G24120 YSL1 Metal-nicotianamine transporter 
YSL1 

857 

AT5G03570 IREG2 Iron regulated 2 397 

Regulación    

AT3G56980 bHLH39 Basic helix-loop-helix 39 173 

AT5G04560 DME Transcriptional activator 
DEMETER  

162 

Proteínas Fe    

AT1G03020 GRXS1 Monothiol glutaredoxin-S1 (Fe-S) 262 

AT1G03700 CASPL1C2 CASP-like protein 1C2  (Fe-S) 982 

AT1G03850 GRXS13 Monothiol glutaredoxin-S13 (Fe-
S) 

31 

file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT5G37510
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT4G32990
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT4G24120
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT4G24120
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AT1G04620 HCAR 7-hydroxymethyl chlorophyll a 
reductase, chloroplastic (Fe-S) 

778 

AT1G17200 CASPL2A1 CASP-like protein (Fe-S) 896 

AT1G60990 --- Iron-sulfur cluster assembly 
factor homolog COG0354 (Fe-S) 

85 

AT1G67810 SUFE2 SufE-like protein 2, chloroplastic 
(Fe-S) 

771 

AT2G31955 CNX2 Molybdenum cofactor 
biosynthesis enzyme CNX2, 
mitochondrial (Fe-S) 

235 

AT2G39518 CASPL4D2 CASP-like protein 4D2 (Fe-S) 830_838 

AT2G43360 BIO2 Biotin synthase, mitochondrial 
(Fe-S) 

488_699 

AT3G14380 CASPL2A2 CASP-like protein 2A2 (Fe-S) 2_330 

AT3G15660 GRXS15 Monothiol glutaredoxin-S15  (Fe-
S) 

181 

AT3G62930 GRXS6 Monothiol glutaredoxin-S6 (Fe-S) 208 

AT4G04770 ABCI8 UPF0051 protein ABCI8, 
chloroplastic (Fe-S) 

623 

AT4G04950 GRXS17 Monothiol glutaredoxin-S17 (Fe-
S) 

186 

AT4G15690 GRXS5 Monothiol glutaredoxin-S5 (Fe-S) 163 

AT4G32990 --- Probable cytosolic iron-sulfur 
protein assembly protein CIAO1 
homolog (Fe-S) 

445_455 

AT5G13430 UCR1-1 Cytochrome b-c1 complex 
subunit Rieske-1, mitochondrial 
(Fe-S) 

685 

AT5G18600 GRXS2 Monothiol glutaredoxin-S2 (Fe-S) 211 

AT5G37510 EMB1467 NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] iron-sulfur protein 
1, mitochondrial (Fe-S) 

861 

ATCG00340 PSAB Photosystem I P700 chlorophyll a 
apoprotein A2 (Fe-S) 

68_1 

AT1G13710 CYP78A5 Cytochrome P450 78A5  114 

AT1G16400 CYP79F2 Hexahomomethionine N-
hydroxylase  

166 

AT1G28430 CYP705A24 Cytochrome P450, family 705, 
subfamily A, polypeptide 24  

158 

AT1G31800 CYP97A3 Protein lutein deficient 5, 
chloroplastic 

109 

AT1G63710 CYP86A7 Cytochrome P450 86A7  409_795 

AT1G65340 CYP96A3 Cytochrome P450, family 96, 
subfamily A, polypeptide 3  

385 

AT1G66540 --- Cytochrome P450 superfamily 
protein 

367 

AT1G74110 CYP78A10 Cytochrome P450 family protein  251 
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AT1G74540 CYP98A8 Cytochrome P450 98A8  74 

AT1G78490 CYP708A3 Cytochrome P450, family 708, 
subfamily A, polypeptide 3 

341_373_702_914 

AT2G02580 CYP71B9 Cytochrome P450 71B9 39_217 

AT2G12190 --- Cytochrome P450 superfamily 
protein  

724 

AT2G14100 CYP705A13 Cytochrome P450, family 705, 
subfamily A, polypeptide 13  

421 

AT2G25160 CYP82F1 Cytochrome P450, family 82, 
subfamily F, polypeptide 1 

516 

AT2G27000 CYP705A8 Cytochrome P450, family 705, 
subfamily A, polypeptide 8 

457 

AT2G27690 CYP94C1 Cytochrome P450 94C1  572 

AT2G28860 CYP710A4 Cytochrome P450 710A4  225_691 

AT2G34490 CYP710A2 Cytochrome P450 710A2  448 

AT2G45560 CYP76C1 Cytochrome P450 76C1 11 

AT2G45970 CYP86A8 Cytochrome P450 86A8  185 

AT3G20080 CYP705A15 Cytochrome P450, family 705, 
subfamily A, polypeptide 15 

717 

AT3G26170 CYP71B19 Putative cytochrome P450  589 

AT3G26180 CYP71B20 Cytochrome P450 71B20  169_910 

AT3G26190 CYP71B21 Cytochrome P450 71B21  25 

AT3G26270 CYP71B25 Cytochrome P450 71B25  303 

AT3G26300 CYP71B34 Cytochrome P450 71B34  543_546 

AT3G26320 CYP71B36 Cytochrome P450 71B36  938 

AT3G26330 CYP71B37 Cytochrome P450 71B37  427 

AT3G30180 CYP85A2 Cytochrome P450 85A2  456_518 

AT3G48270 CYP71A26 Cytochrome P450 71A26  572 

AT3G48520 CYP94B3 Cytochrome P450 94B3 20_722 

AT3G53280 CYP71B5 Cytochrome P450 71B5  558 

AT3G61040 CYP76C7 Cytochrome P450 
monooxygenase-like protein  

50 

AT4G12310 CYP706A5 Cytochrome P450, family 706, 
subfamily A, polypeptide 5 

313_512 

AT4G13310 CYP71A20 Cytochrome P450 71A20  23 

AT4G15330 CYP705A1 Cytochrome P450 705A1  108 

AT4G20240 CYP71A27 Cytochrome P450, family 71, 
subfamily A, polypeptide 27 

658_982 

AT4G27710 CYP709B3 Cytochrome P450 709B3  822 
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AT4G31970 CYP82C2 Cytochrome P450 82C2 866 

AT4G36220 CYP84A1 Cytochrome P450 84A1 395 

AT4G37310 CYP81H1 Cytochrome P450, family 81, 
subfamily H, polypeptide 1 

346 

AT4G37400 CYP81F3 Cytochrome P450 81F3  938 

AT5G05690 CYP90A1 Cytochrome P450 90A1 23 

AT5G25120 CYP71B11 Cytochrome P450 71B11 776 

AT5G45340 CYP707A3 Abscisic acid 8'-hydroxylase 3 937 

AT5G52320 CYP96A4 Cytochrome P450, family 96, 
subfamily A, polypeptide 4 

291 

ATCG00540 PETA Cytochrome f  167 

AT2G16385 CIF1 Protein casparian strip integrity 
factor 1  

53 

AT2G19800 MIOX2 Inositol oxygenase 2 657 

AT3G18210 --- 2-oxoglutarate (2OG) and Fe(II)-
dependent oxygenase 
superfamily protein  

322 

AT2G27150 AAO3 Abscisic-aldehyde oxidase  607 

AT3G23940 DHAD Dihydroxy-acid dehydratase, 
chloroplastic  

75 

AT4G20260 PCAP1 Plasma-membrane associated 
cation-binding protein 1  

194 

AT4G26260 MIOX4 Inositol oxygenase 4 219 

AT4G36380 ROT3  3-epi-6-deoxocathasterone 23-
monooxygenase CYP90C1 

807 

AT4G37650 SHR Shoot gravitropism 7 235 

AT5G07990 TT7  Flavonoid 3'-monooxygenase 146 

AT5G24290 MEB2 Membrane protein of ER body 2  270 

AT5G53460 GLT1 Glutamate synthase 1 [NADH], 
chloroplastic  

382 

AT5G56640 MIOX5 Inositol oxygenase 5  20 

 

Por otro lado, con respecto a los genes relacionados con el Cu, se obtuvieron 

59 posibles dianas con ARE en sus secuencias 3´UTR (Tabla R2.3). Entre ellos se 

encuentra el gen que codifica la plantacianina (ARPN), implicada en el desarrollo 

de las anteras (Dong et al., 2005), y proteínas implicadas en la homeostasis del 

Cu, como la chaperona de Cu COX17-2, implicada en el transporte del Cu a la 

citocromo c oxidasa mitocondrial, y la de la superóxido dismutasa CCS (Balandin y 
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Castresana, 2002; Puig et al., 2007). Además, también se encuentran los genes 

que codifican el transportador de Cu de alta afinidad COPT6 (Garcia-Molina et al., 

2013) y el regulador transcripcional SQUAMOSA-Like Protein 7 (SPL7) (Yamasaki 

et al., 2009) (Tabla R2.2). SPL7 se une a las secuencias GTAC que regulan la 

expresión de multitud de genes de la homeostasis del Cu (Nagae et al., 2008; 

Yamasaki et al., 2009) y, hasta la fecha, se dispone de escasa información de cómo 

se regula su expresión. La posible regulación de SPL7 implicaría que este factor, 

clave para las respuestas a la deficiencia de Cu, estaría sujeto al control de AtCth2, 

lo que afectaría a la respuesta global a la deficiencia del metal.  

Tabla R2.3. Genes de Arabidopsis thaliana que codifican proteínas 

relacionadas con el Cu que poseen secuencias ARE. Los números en cursiva indican la 

posición del ARE UUAUUUAUU los números sin cursiva indican la posición en cualquiera de 

las otras dos secuencias. 

ID Gen Nombre Gen Descripción Gen Posición 
ARE 

Homeostasis    

AT1G12520 CCS Copper chaperone for 
superoxide dismutase, 
chloroplastic/cytosolic  

584 

AT1G30510 RFNR2 Ferredoxin--NADP reductase, root 
isozyme 2, chloroplastic  

878 

AT1G53030 COX17-2 Cytochrome c oxidase copper 
chaperone 2  

140 

AT1G63440 HMA5 Probable copper-transporting 
ATPase HMA5  

540 

AT2G26975 COPT6 Copper transporter 6  468 

AT2G33210 HSP60-2 Chaperonin CPN60-like 1, 
mitochondrial  

107 

AT2G37920 emb1513 Copper ion transmembrane 
transporter 

284 

AT4G25100 FSD1 Superoxide dismutase [Fe] 1, 
chloroplastic  

425 

Regulación    

AT5G18830 SPL7 Squamosa promoter binding 
protein-like 7  

271 

Proteínas Cu    

AT1G08500 ENODL18 Early nodulin-like protein 18  699_792 

AT1G10630 ATARFA1F ADP-ribosylation factor A1F  384 

AT1G17800 ENODL22 Early nodulin-like protein 22 990 

file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G12520
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G12520
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G30510
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G30510
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G53030
file://///plants.ensembl.org/arabidopsis_thaliana/Gene/Summary%3fdb=core;g=AT1G53030
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AT1G20340 DRT112 Plastocyanin major isoform, 
chloroplastic  

198 

AT1G21860 SKS7 SKU5 similar 7  942 

AT1G49240 ACT8 Actin-8  399 

AT1G55560 SKS14 SKU5 similar 14 385 

AT1G55570 SKS12 SKU5 similar 12 17 

AT1G64640 ENODL8 Early nodulin-like protein 8  19_81 

AT1G65930 CICDH Isocitrate dehydrogenase [NADP]  896_899 

AT1G72230 ---  Cupredoxin superfamily protein 918 

AT1G72330 ALAAT2 Alanine aminotransferase 2  14 

AT1G79440 ALDH5F1 Succinate-semialdehyde 
dehydrogenase, mitochondrial  

178 

AT1G79530 GAPCP1 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase GAPCP1, 
chloroplastic  

330_466 

AT2G01530 MLP329 Uncharacterized protein At2g01530 
(Fragment)  

834 

AT2G02850 ARPN Plantacyanin, basic blue 
protein  

113_190 

AT2G05990 MOD1 Enoyl-[acyl-carrier-protein] 
reductase [NADH], chloroplastic  

490 

AT2G23630 SKS16 Putative pectinesterase  905_376 

AT2G23990 ENODL11 Early nodulin-like protein 11  233 

AT2G30860 GSTF9 Glutathione S-transferase F9 419 

AT2G36460 FBA6 Fructose-bisphosphate aldolase 6, 
cytosolic  

208_507 

AT3G08580 AAC1 ADP, ATP carrier protein 1, 
mitochondrial 

251 

AT3G09220 LAC7  Laccase-7  160 

AT3G15020 mMDH2 Malate dehydrogenase 2, 
mitochondrial  

349_377 

AT3G17240 LPD2  Dihydrolipoyl dehydrogenase 2, 
mitochondrial 

49 

AT3G17820 GLN1-3 Glutamine synthetase 317 

AT3G23940 DHAD Dihydroxy-acid dehydratase, 
chloroplastic  

75 

AT3G27200 ---  Cupredoxin superfamily protein 174 

AT3G43670 F23N14_50 Amine oxidase  135 

AT3G54660 EMB2360 Glutathione reductase, chloroplastic 377 

AT3G55440 CTIMC Triosephosphate isomerase, 
cytosolic  

449 

AT3G63190 RRF Ribosome-recycling factor, 
chloroplastic  

945 
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AT4G12270 ---  Copper amine oxidase family 
protein 

500_457 

AT4G13850 RBG2 Glycine-rich RNA-binding protein 2, 
mitochondrial  

422 

AT4G15940 FAHD1 Probable acylpyruvase FAHD1, 
mitochondrial 

10 

AT4G20260 PCAP1 Plasma-membrane associated 
cation-binding protein 1  

194 

AT4G22010 SKS4 Pectinesterase-like protein 157 

AT4G25240 SKS1 Monocopper oxidase-like protein  60 

AT4G30590 ENODL12 Early nodulin-like protein 12  258 

AT4G31840 ENODL15 Early nodulin-like protein 15  21 

AT4G32490 ENODL4 Early nodulin-like protein 4  693_551 

AT4G32610 ---  Copper ion binding protein  212 

AT4G39740 HCC2 Protein SCO1 homolog 2, 
mitochondrial 

921 

AT5G01050 LAC9  Laccase 9  164_773 

AT5G07475 ---  Cupredoxin superfamily protein 70 

AT5G15350 ENODL17 Lamin-like protein  416 

AT5G21105 ---  Plant L-ascorbate oxidase  224 

AT5G24580 HIPP09 Heavy metal-associated 
isoprenylated plant protein 9  

96 

AT5G37600 GLN1-1 Glutamine synthetase cytosolic 
isozyme 1-1  

168 

AT5G50370 ADK2  Adenylate kinase 3  343 

 

De todos los genes anteriormente citados, hemos seleccionado ARPN, que 

codifica la plantacianina, como el mejor candidato para testar como posible diana 

de AtCth2, ya que posee dos secuencias ARE completas en su secuencia 3´UTR 

caracterizada y en posición relativamente cercana entre ellas (113 y 190) (Tabla 

R2.3). Además, los mutantes deficientes en AtCTH2 son estériles (Chai et al., 

2015), y ARPN se ha implicado previamente en la esterilidad del polen (Dong et al., 

2005), lo que sugiere que Cth2 pudiera estar implicado en la regulación de ARPN. 
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2.2 Estudio por triple híbrido de la interacción entre Cth2 y 

posibles dianas 

Dado que la función del regulador ScCth2 en levaduras es unirse a los mRNAs 

y mediar su degradación en condiciones de deficiencia de hierro (Puig et al., 2005), 

nos propusimos comprobar si Cth2 de Arabidopsis mantenía la capacidad de unirse 

a los posibles mRNAs dianas. Para ello, se realizó un ensayo de triple híbrido en 

levadura (apartado 2.9 material y métodos).  

En primer lugar, se testó si Cth2 de Arabidopsis (AtCth2) se une a la secuencia 

ARE de genes diana de levadura, como la succinato deshidrogenasa (ScSDH4) 

mediante la técnica del triple híbrido en levadura. Se utilizó la construcción obtenida 

previamente en el laboratorio del CTH2 de levadura (ScCTH2, Puig et al., 2005) 

como control positivo de la interacción (Figura R2.3). El medio SC-ura-leu nos 

informa del correcto funcionamiento de la cotransformación, mientras que el medio 

SC-ura-leu-his nos informa de la interacción entre la proteína y el mRNA. En estas 

condiciones, se observó interacción entre ScCth2-ScSDH4, así como entre AtCth2-

ScSDH4 (Figura R2.3). La adición del 3-aminotriazol (3-AT) hace que se fuercen 

las condiciones de interacción, ya que es un inhibidor de la proteína His3. Por lo 

tanto, AtCth2 de Arabidopsis tiene la capacidad de unirse a secuencias ARE del 

extremo 3´UTR. 

A continuación, se comprobó si AtCth2 era capaz de unirse a una posible diana 

de Arabidopsis, surgida del anterior estudio in silico, ARPN. Para ello, se obtuvo la 

construcción necesaria que contiene el fragmento 3´UTR de ARPN en el plásmido 

pIIIA/MS2.1. Además, se clonó en el plásmido pACT2, la secuencia codificante del 

gen CTH2 de Arabidopsis (AtCTH2 silvestre) y de una variante con los dedos de 

zinc mutados (AtCTH2C243R), para utilizarla como control negativo de la 

interacción. Se realizó la cotransformación de la cepa L40 coat con diferentes 

combinaciones de las proteínas y los fragmentos de RNA (apartado 2.9, material y 

métodos) y se purificaron varias colonias independientes de cada una de las 

combinaciones. Se crecieron cada una de ellas durante 5 h a 30 ºC con 190 rpm. 
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Transcurrido dicho tiempo, se igualaron todas a una OD600 de 0,1 y se sembraron 

gotas en diferentes placas (Figura R2.3).  

 

Figura R2.3. Ensayo de interacción proteína-RNA por triple híbrido en 

levadura. Ensayo de gotas de la cepa L40 coat cotransformada con diferentes 

combinaciones de proteína Cth2 y RNA (SDH2 o ARPN), en medio SC-ura-leu+his (+His) 

o SC-ura-leu-his (-His) y con diferente concentración del inhibidor de His3 3-aminotriazol 

(3-AT). Las placas se incubaron durante 2 días a 30 ºC. 
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La proteína ScCth2 interacciona con el fragmento de AtARPN, indicando que los 

AREs presentes en el extremo 3´UTR son funcionales en levadura. Además, no se 

observó interacción del AtCth2-C243R con ninguno de los fragmentos de RNA, 

comprobando así que la mutación de los dedos de zinc elimina la interacción. Sin 

embargo, dado que el medio SC-ura-leu nos informa del funcionamiento de la 

cotransformación, el hecho de que las combinaciones con AtCth2 no crecían bien, 

y especialmente la combinación AtCth2-AtARPN, nos impide extraer conclusiones 

sobre la posible interacción, por su falta de crecimiento en el resto de medios.  

 

2.3 Caracterización de la expresión génica de los genes CTH en 

plantas de Arabidopsis.  

Los datos obtenidos anteriormente demuestran que AtCth2 interacciona con 

secuencias ARE (Figura R2.3). Con el fin de averiguar si el homólogo de Cth2 en 

plantas tiene algún papel en la homeostasis metálica, se estudió la expresión de 

este factor en A. thaliana.  

Para comprobar si la expresión de AtCTH2 está regulada por Fe, se cultivaron 

plántulas de A. thaliana durante 7 días en placas con medio ½ MS con diferente 

aporte de Fe, en una escala desde deficiencia hasta exceso del metal. Se extrajo 

el RNA, se procesó para obtener el cDNA (apartado 2.1 material y métodos) y se 

realizó una qPCR (apartado 2.3 material y métodos) para comprobar el nivel de 

expresión de AtCTH2 en estas condiciones (Figura R2.4-a). Los resultados 

mostraron que la expresión de AtCTH2 no se encuentra regulada por la cantidad 

de Fe presente en el medio de crecimiento en Arabidopsis.  

El mismo procedimiento se llevó a cabo para estudiar la expresión de AtCTH2 

en diferentes condiciones de suministro conjunto de Cu y de Fe en el medio de 

crecimiento. En este caso, se utilizaron condiciones de suficiencia (1 μM CuSO4) y 

de exceso de CuSO4 (50 μM CuSO4) y condiciones de suficiencia de FeSO4 (50 μM 
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FeSO4) o deficiencia, aplicando para ello el quelante de Fe ferrocina (Fz) (0 μM 

FeSO4 + 100 μM Fz) (Figura R2.4-b).  

Figura R2.4. Expresión del gen CTH2 en plantas de Arabidopsis en 

diferentes condiciones de metales. a) Expresión del gen CTH2 en plantas silvestres 

de Arabidopsis de 7 días cultivadas en una escala de FeSO4 en el medio de crecimiento. 

b) Expresión del gen CTH2 en plantas silvestres de Arabidopsis en medios que contenían: 

suficiencia de Cu y Fe (1 μM CuSO4 + 50 μM FeSO4), deficiencia de Fe con el quelante 

ferrozina (Fz) (1 μM CuSO4 + 0 μM FeSO4 + 100 μM Fz), exceso de Cu y suficiencia de 

Fe (50 μM CuSO4 + 50 μM FeSO4) y exceso de Cu y deficiencia de Fe con el quelante (50 

μM CuSO4 + 0 μM FeSO4 + 100 μM Fz). Los valores representados son la media ± SD de 

n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes 

(p-value > 0,05). 
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Los datos mostraron que la expresión de AtCTH2 aumenta cuando se añade 

exceso de Cu, independientemente de la cantidad de Fe presente en el medio 

(Figure R2.4).  

 

2.4 Estudio fenotípico de plantas con niveles alterados de CTHs. 

Con el fin de estudiar más a fondo si AtCTH1 o AtCTH2 están implicadas en la 

homeostasis metálica en plantas, se contactó con el grupo del Doctor Zhou del 

Instituto Quindao de Bioenergética y Tecnología de Bioprocesos de la Academia 

China de Ciencias. En dicho grupo se habían obtenido semillas de plantas 

sobreexpresoras de AtCTH2 (CTH2OE), también del homólogo AtCTH1 (CTH1OE) y 

un doble mutante de pérdida de función, homocigoto para cth1 y heterocigoto para 

cth2 (cth1cth2(±)) (Chai et al., 2015). 

Una vez obtenidas suficientes semillas de estas plantas, se realizó una 

caracterización de las líneas, cultivando las plántulas durante 7 días en diferentes 

condiciones de contenido de CuSO4 y de FeSO4 en el medio de crecimiento. Se 

utilizaron las condiciones de suficiencia de ambos metales (1 μM CuSO4 y 50 μM 

de FeSO4) como control y se analizaron frente una escala de Cu en ligera deficiencia 

de Fe (10 μM de FeSO4), ya que inicialmente se consideró que la deficiencia de Fe 

podría exacerbar los fenotipos. Para caracterizar los posibles fenotipos, se analizó 

la longitud de las raíces (Figura R2.5-a). Los resultados mostraron que las plantas 

que sobreexpresan AtCTH2 (CTH2OE) tienen raíces aproximadamente un 30 % más 

pequeñas que las silvestres en todas las condiciones de crecimiento. Las raíces de 

las plantas CTH1OE son un 10 % y un 15 % más cortas en las condiciones de 

suficiencia de ambos metales (1 μM CuSO4 y 50 μM FeSO4) y en la deficiencia de 

Fe (1 μM CuSO4 y 10 μM FeSO4) respectivamente, no viéndose afectada la longitud 

de la raíz cuando hay un exceso de Cu en el medio (5-10 μM CuSO4 y 10 μM FeSO4). 

Sin embargo, la línea doble mutante cth1cth2(±) muestra un acortamiento de la 

longitud de la raíz (40 %) cuando hay deficiencia de Fe en el medio, ya sea en 

suficiencia o ligero exceso de Cu (1-5 μM CuSO4 y 10 μM FeSO4), siendo más 
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exacerbado el acortamiento (60 %) en la condición de exceso de Cu (10 μM CuSO4 

y 10 μM FeSO4).  

Figura R2.5. Características fisiológicas de las plantas con la expresión de 

CTH1 y CTH2 alteradas. a) Longitud de la raíz de plántulas de Arabidopsis silvestres 

(WT), sobreexpresoras del factor Cth1 (CTH1OE), sobreexpresoras del factor Cth2 

(CTH2OE) y mutante de falta de función de Cth1 y heterocigotas para Cth2 (cth1cth2±). 

Plántulas de 7 días cultivadas en vertical en placas con diferente aporte de metales: 

suficiencia de ambos metales (1 μM CuSO4 + 50 μM FeSO4), suficiencia de CuSO4 y ligera 

deficiencia de FeSO4 (1 μM CuSO4 + 10 μM FeSO4), ligero exceso de CuSO4 y ligera 

deficiencia de FeSO4 (5 μM CuSO4 + 10 μM FeSO4) y exceso de CuSO4 y ligera deficiencia 

de FeSO4 (10 μM CuSO4 + 50 μM FeSO4). b) Contenido de clorofila total de los mismos 

genotipos que en a). Plántulas de 7 días cultivadas en suficiencia de CuSO4 y de FeSO4 

(1 μM CuSO4 + 50 μM FeSO4) o exceso de CuSO4 y ligera deficiencia de FeSO4 (10 μM 

CuSO4 + 10 μM FeSO4). Los valores representados son la media ± SD de n=3 réplicas. 

Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-value > 

0.05). 
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Además, se analizó el contenido en clorofila total en estas plantas en las 

condiciones de suficiencia de ambos metales (1 μM CuSO4 y 50 μM FeSO4) y en 

exceso de Cu y ligera deficiencia de Fe (10 μM CuSO4 y 10 μM FeSO4) (Figura R2.5-

b). Los datos mostraron que las líneas CTH2OE y cth1cth2(±) contienen un 37 % y 

un 36 %, respectivamente, menos de clorofila en la condición control, mientras 

que en exceso de Cu y deficiencia de Fe (10 μM CuSO4 y 10 μM FeSO4) presentan 

un 21 % menos y un 49 % menos, respectivamente. Por lo tanto, cabe señalar 

que el exceso de Cu, junto a la deficiencia de Fe, exacerban el defecto observado 

en las plantas cth1cth2(±). 

El estudio in silico realizado previamente (apartado 2.1) mostraba la presencia 

de AREs en varios genes relacionados con la homeostasis del Cu que podrían ser 

diana de AtCth2. Dado que se disponía de las líneas sobreexpresoras y la doble 

mutante, se podía testar si alguno de estos genes es diana de Cth. Suponiendo 

que AtCth2 actuara de modo similar a su homólogo en levadura, la expresión de 

sus genes diana debería ser menor en las plantas sobreexpresoras de los factores 

Cth frente a las silvestres, mientras que en las plantas doble mutante de pérdida 

de función se observaría mayor expresión de las dianas que en las silvestres.  

Para comprobar la expresión de las posibles dianas, se obtuvo RNA y cDNA 

(apartado 2.1 y 2.3 de materiales y métodos) de plantas WT, las dos líneas 

sobreexpresoras (CTH1OE y CTH2OE) y la doble mutante (cth1cth2(±)) de 7 días, 

cultivadas en el medio con suficiencia de Cu y ligera deficiencia de Fe (10 μM CuSO4 

+ 10 μM FeSO4), ya que fue la única condición donde se observaron diferencias 

fenotípicas en las 3 líneas mutantes con niveles alterados de CTHs, respecto a las 

plantas silvestres.  

Entre las posibles dianas relacionadas con el Cu (Tabla R2), se comprobó la 

expresión de los genes que codifican la chaperona de Cu de la superóxido 

dismutasa CCS, el transportador de Cu de alta afinidad COPT6, la plantacianina 

ARPN y el factor regulador transcripcional de la deficiencia de Cu SPL7 en dichas 

plantas (Figura R2.6). Sorprendentemente, los resultados mostraron que la 
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expresión de los cuatro genes en estas condiciones (1 μM CuSO4 + 10 μM FeSO4) 

es mayor en las plantas sobreexpresoras CTH1OE y CTH2OE. Sin embargo, en la 

línea doble mutante cth1cth2(±) no se observaron variaciones, posiblemente 

debido a que las plantas cth1cth2(±) no son homocigotas para cth2 y po tanto, no 

se anula completamente su función.  

 

Así pues, los datos obtenidos con los 4 genes analizados indican que podrían 

tratarse de un efecto indirecto o ser dianas de Cth2, qu en este caso funcionaria 

como activador, en lugar del efecto represor observado en levadura, de la 

Figura R2.6. Expresión génica de posibles dianas de Cth2 en plantas con 

genes CTH alterados. Expresión génica de CCS, COPT6, ARPN y SPL7, en plántulas de 

7 días silvestres (WT), sobreexpresoras del factor CTH1 (CTH1OE), sobreexpresoras del 

factor CTH2 (CTH2OE) y deficientes homocigotas de cth1 y heterocigotas de cth2 

(cth1cth2+-). Cultivadas en suficiencia de CuSO4 y ligera deficiencia de FeSO4 (1 μM 

CuSO4+ 10 μM FeSO4). Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representan sólo una réplica de cada condición. 
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expresión génica de sus dianas en la condición de ligera deficiencia de Fe (1 μM 

CuSO4 + 10 μM FeSO4).  

Los datos previos mostraron que el factor AtCTH2 aumentó su expresión en 

exceso de Cu en el medio de crecimiento, sin importar el aporte de Fe (Figura 

R.2.4). Por otro lado, los resultados obtenidos en el capítulo 1 en levadura, ponían 

en evidencia el aumento de la expresión del factor ScCTH2 en presencia de Cu en 

el medio, o por la alteración de la entrada de Cu en la cepa mutante CTR1Δ300 

(Figura R1.10). Por ello, se planteó la posibilidad de comprobar cómo se expresaba 

AtCTH2 en una escala de Cu en plantas sobreexpresoras del transportador de Cu 

COPT1 (C1OE) que presentan un mayor contenido de Cu endógeno (Andrés-Colás 

et al., 2010) (Figura R2.7).  

Se cultivaron plantas de Arabidopsis silvestres (WT) y sobreexpresoras de 

COPT1 (C1OE) durante 7 días, se congelaron y se obtuvo el RNA y posteriormente 

el cDNA de las mismas (apartados 2.1 de material y métodos). Se llevó a cabo una 
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Figura R2.7. Expresión del gen CTH2 en plantas de Arabidopsis thaliana 

silvestres y sobreexpresoras de COPT1. Expresión del gen CTH2 de Arabidopsis en 

plantas silvestres (WT) y sobreexpresoras del transportador de Cu de alta afinidad COPT1 

(C1OE). Plántulas de 7 días cultivadas en una escala de CuSO4 en el medio de crecimiento. 

Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores representados son la media 

± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente 

diferentes (p-value > 0.05). 
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qPCR para estudiar la expresión de AtCTH2. Se observó que la expresión aumenta 

cuando el contenido de Cu es mayor en el medio de crecimiento, tanto en la planta 

WT como en la C1OE. La expresión de AtCTH2 en la planta C1OE es menor en la 

condición de deficiencia de CuSO4 (0 μM CuSO4) respecto al silvestre, sin embargo, 

cuando hay exceso de CuSO4 en el medio (10-25 μM CuSO4) la expresión es mayor 

respecto al silvestre. Por lo tanto, la expresión de CTH2 en Arabidopsis y S. 

cerevisiae muestra un patrón similar cuando aumenta el Cu en el medio de 

crecimiento, o cuando se sobreexpresa o desregula el transporte de Cu alta afinidad 

a través de transportadores de tipo Ctr. 

 

2.5 Comprobación de la expresión de las proteínas con centros Fe-

S en plantas de Arabidopsis.  

Dado que los datos de consumo de O2 en levadura mostraron que la cepa con 

el transporte de Cu alterado consumía menos O2 (Figura R1. 15), se procedió a 

medir el consumo de O2 en las raíces de las plantas con niveles alterados de COPT1. 

Se cultivaron plantas de Arabidopsis silvestres y sobreexpresoras de C1OE durante 

7 días en deficiencia (0 μM CuSO4), suficiencia (1 μM CuSO4) y exceso de CuSO4 

(10 μM CuSO4) (Figura R2.8). Los resultados mostraron que el consumo de O2 en 

la planta silvestre no presenta cambios significativos entre los tres medios, mientras 

que la planta sobreexpresora presenta menor consumo cuando las condiciones de 

Cu no son óptimas, tanto en deficiencia como en exceso, con un descenso del 42 

% y del 46 %, respectivamente, frente a las plantas silvestres en la misma 

condición. 
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Ya que el consumo de O2 se encuentra alterado en las plantas sobreexpresoras, 

y que uno de los procesos que regula Cth2 de levadura es la respiración mediante 

la eliminación de muchos mRNAs que codifican proteínas de la mitocondria y con 

centros Fe-S (Puig et al., 2008), se comprobó si la expresión de diversos genes que 

se encuentran localizados en la mitocondria y que codifican proteínas con centros 

Fe-S.  

 

Figura R2.8. Consumo de O2 en las raíces de plantas de Arabidopsis. Plántulas 

WT y C1OE de 10 días cultivadas en placa con medio ½ MS con diferente aporte de CuSO4. 

Se utilizaron 14-16 raíces, se resuspendieron en 1,5 ml de medio ½ MS líquido sin sacarosa. 

La medición se realizó en una cámara hermética donde se colocaron las raíces, usando un 

electrodo tipo Clark (Oxyview system). Consumo de O2 durante un mínimo de 5 min. La 

tasa de disminución de O2, referenciada al P. F de las raíces (nmol O2 / OD600 * P.F) se 

tomó como índice de la capacidad respiratoria. Los valores representados son la media ± 

SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente 

diferentes (p-value> 0.05). 
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Tabla R2.4. Genes con centros Fe-S estudiados en el presente trabajo. 

Características analizadas para estudiar los genes con centros Fe-S estudiados en este 

trabajo. El valor de AREs en cursiva indica que contienen la secuencia UUAUUUAUU. Los 

valores del chip en negativo indican que están reprimidos en la planta C1OE respecto al 

silvestre, en la condición de exceso de Cu (Cu) o deficiencia (MS) en el medio de crecimiento, 

en el estudio realizado previamente en el laboratorio (Perea, 2013). Los valores en cursiva, 

pese a tener valor significativo no pasaron el estadístico aplicado al realizar el análisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes centros 
Fe-S 

Código 
MIPS 

Función AREs Valor chip 
C1OE 

At-NEET At5g51720 Metabolismo de Fe --- -2,3 Cu 

SDH2-2 At5g40650 Complejo II cadena 
respiratoria 
mitocondrial 

--- --- 

NIR1 At2g15620 Asimilación N2 --- -1 Cu  
-1,8 MS 

ISPG At5g60600 Biosíntesis IPP --- -1,07 Cu 

RAD3 (UVH6) At1g03190 Transcripción y 
reparación DNA 

--- -1,4 Cu 

RAD8-D At4g20360 Factor elongación de 
la traducción EF-Tu 

98 --- 

CRK1 At4g23290 Respuesta a 
patógenos 

96 -1,5 Cu 
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En concreto, se estudió el gen NEET de mitocondria (At-NEET), implicado, entre 

otros procesos, en el metabolismo del Fe y la homeostasis de las especies reactivas 

del oxígeno (Nechushtai et al., 2012); succinato deshidrogenasa 2-2 (SDH2-2), una 

isoforma del componente Fe-S del complejo II de la cadena respiratoria 

mitocondrial (Figueroa et al., 2001); y nitrato reductasa 1 (NIR1), implicada en la 

asimilación de nitrato y en procesos de óxido-reducción (Takahashi et al., 2001). 

Para analizar su expresión, se obtuvieron plantas de 7 días en medios con diferente 

aporte de Fe y suficiencia de Cu. Tras obtener el RNA y el cDNA (apartados 2.1 y 

2.2 de material y métodos) de las muestras, se analizaron mediante qPCR (Figura 

R2.9). Tanto At-NEET como la SDH2-2 no presentaron cambios de expresión en 

función de la cantidad de Fe en el medio, mientras que NIR1 presentó menor 

expresión en suficiencia (50 μM FeSO4) y exceso de Fe (100 μM FeSO4). 
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Figura R2.9. Expresión de los genes con centros Fe-S en escala de hierro en 

plantas WT y C1OE. Expresión de los genes At-NEET, SDH2-2 y NIR1 de Arabidopsis en 

plantas WT y C1OE. Plántulas de 7 días cultivadas escala de Fe; deficiencia (0 μM FeSO4), 

suficiencia (50 μM FeSO4) y exceso de Cu (100 μM FeSO4) en el medio de crecimiento. 

Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores representados son la 

media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value > 0,05). 
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Se analizaron los mismos genes, pero en una escala de Cu, tanto en la planta 

silvestre como en la sobreexpresora de COPT1, utilizando las mismas muestras que 

en el apartado 2.3 (Figura R2.10). La expresión de los tres genes disminuyó en la 

Figura R2.10. Expresión génica en plantas WT y COPT1OE de genes de 

proteínas con centros Fe-S. Expresión de los genes At-NEET, SDH2-2 y NIR1 de 

Arabidopsis en plantas WT y C1OE. Plántulas de 7 días cultivadas en una escala de CuSO4 

en el medio de crecimiento. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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planta WT cuando se añadía Cu al medio de crecimiento lo que podría ser 

compatible con la regulación mediada por Cth2, ya que se sobreexpresa en estas 

condiciones. En la planta C1OE la expresión fue mucho menor en la condición de 

deficiencia (0 μM CuSO4) en los tres genes, mientras que el gen At-NEET mostró 

menor expresión en las otras dos condiciones y la expresión del gen SDH2-2 

también fue menor en exceso de Cu (10 μM CuSO4).  

Se comprobó también la expresión de otros genes con centros Fe-S (IPSG y 

RAD3) en las plantas WT y C1OE, sólo en la condición de deficiencia (0 μM CuSO4) 

y exceso de Cu (25 μM CuSO4) (Figura R2.11).  

Figura R2.11. Expresión de los genes IPSG y RAD3 en plantas WT y C1OE. Expresión 

de los genes IPSG y RAD3 de Arabidopsis en plantas WT y C1OE. Plántulas de 7 d 

cultivadas en deficiencia (0 μM CuSO4) y exceso de Cu (25 μM CuSO4) en el medio de 

crecimiento. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value> 0.05). 

IP
S

G
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2
WT 

C1
OE

a

bbc

b

c

R
A

D
3

 m
R

N
A

 (
r.

u
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

a

ab
b

a

a

0 25 [Cu] M



  Resultados Capítulo 2 

135 
 

El gen de la IPSG, enzima de la ruta de síntesis del isopentil difosfato en el 

cloroplasto, implicada en la biosíntesis de esteroides (Seemann et al., 2005), 

mostró una menor expresión en las plantas silvestres (WT) en el exceso de Cu (25 

μM CuSO4) y en la planta C1OE en ambas condiciones respecto al WT. El gen de la 

subunidad helicasa XPD del Factor IIH de transcripción general y reparación de 

DNA (RAD3) (Liu, 2003) sólo mostró una menor expresión en la condición de 

exceso de Cu (25 μM CuSO4) en la planta C1OE. Por lo tanto, cabe concluir que la 

entrada de Cu en las plantas C1OE está disminuyendo la expresión de genes que 

codifican proteínas con centros Fe-S.  

Ya que el patrón de expresión de CTH2 en las plantas C1OE y de los genes con 

centros Fe-S estudiados (At-NEET, SDH2-2, NIR1, IPSG y RAD3) no se corresponde 

con una función como represor, se planteó la posibilidad de estudiar otros factores 

TZF que pudieran ser reguladores de la expresión de estos genes. Se realizó un 

estudio comparativo de los dominios CCH presentes en ScCth2 y de los factores 

TZF de Arabidopsis. Mientras que los TZF del grupo II (AtCTH1 y AtCTH2) 

conservan las características del TZF de ScCth2, los más parecidos son los del grupo 

IX, por contener dos dominios CCCH y la separación entre ellos similar, 15-18 aa 

(CX8CX5CX3H-X15-18-CX8CX5CX3H) (Wang et al., 2008) (Tabla R2.5).  

Tabla R2.5. Genes de Arabidopsis thaliana con dos motivos Tandem Zinc 

Finger. Genes de Arabidopsis con dos motivos CCCH con separación similar (CX8CX5CX3H-

X15-18-CX8CX5CX3H) obtenidos de estudio realizado en Wang et al., (2010). Los valores del 

chip en negativo indican que están reprimidos en la planta C1OE respecto al silvestre, en la 

condición de exceso de Cu (Cu) o deficiencia (MS) en el medio de crecimiento, en el estudio 

realizado previamente en el laboratorio (Perea, 2013). 

Genes TZF Nombre Gen Código MIPS AREs  
Valores chip 

C1OE 

AtC3H14     (II) AtCTH1 At1g66810 --- --- 

AtC3H15     (II) AtCTH2 At1g68200 --- 1.05 Cu 

AtC3H2      (IX) AtSOM / AtTZF4 At1g03790 --- --- 

AtC3H20    (IX) AtOZF / AtTZF2 At2g19810 141 253 --- 

AtC3H23    (IX) AtTZF1 At2g25900 982 --- 

AtC3H29    (IX) AtSZF2 / AtTZF10 At2g40140 48 --- 
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AtC3H30    (IX) AtTZF7 At2g41900 103 --- 

AtC3H47    (IX) AtSZF1 / AtTZF11 At3g55980 --- --- 

AtC3H49    (IX) AtTZF3 At4g29190 --- --- 

AtC3H54    (IX) AtPEI1 / AtTZF6 At5g07500 61 --- 

AtC3H56    (IX) AtTZF8 At5g12850 59 --- 

AtC3H61    (IX) SOME-like/ AtTZF5 At5g44260 --- 1.82 MS 

AtC3H66    (IX) AtTZF9 At5g58620 --- --- 

 

A partir de dicho análisis, se decidió estudiar la expresión génica del factor 

SOME-like, ya que es el único que presentó un valor significativo de inducción en 

la planta sobreexpresora C1OE, al igual que AtCth2, pero en la condición de 

deficiencia de Cu (MS) (Tabla R2.5). SOME-like es un factor TFZ relacionado con 

la germinación, y que se induce por ácido abscísico (ABA), mientras que se 

encuentra reprimido por giberelinas (GA) (Bogamuwa y Jang, 2013). Se comprobó 

la expresión de SOME-like en las mismas muestras que el regulador Cth2 y se 

observó que, en este caso, la expresión de SOME-like en las plantas silvestres no 

varió en función de la cantidad de CuSO4 presente en el medio de crecimiento 

(Figura R2.12). Sin embargo, la expresión en la planta sobreexpresora C1OE 
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aumentó, sobretodo en deficiencia (0 μM CuSO4) y suficiencia (1 μM CuSO4), 

aunque no cambió respecto a la condición de exceso (10 μM CuSO4). Por lo tanto, 

el patrón de expresión de SOME-like es compatible con su función como represor, 

ya que es complementario al mostrado por muchos de los genes de las proteínas 

con centros Fe-S, sugiriendo la posibilidad de que otros TZFs, como SOME-like, 

puedan ser reguladores negativos de la expresión de los mismos. 

 

2.6 Relación de Cth2 de Arabidopsis con la regulación de los 

procesos de replicación del DNA y traducción de los mRNAs. 

Una de las funciones de la proteína Cth2 es la regulación de la replicación del 

DNA en condiciones de deficiencia de Fe en levadura (Puig et al., 2005). Un paso 

clave para llevar a cabo la replicación es la disponibilidad de los dNTPs, cuya 

síntesis depende en último término de la enzima ribonucleótido reductasa (RNR) 

(Jordan y Reichard 1998). En células eucariotas, se ha descrito que la subunidad 

R2 de la RNR necesita Fe en su centro catalítico para llevar a cabo el proceso de 

Figura R2.12. Expresión génica del factor TZF SOME-like. Expresión génica del 

factor SOME-like en plántulas de Arabidopsis WT y C1OE de 7 días cultivadas en diferentes 

concentraciones de CuSO4 en el medio. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. 

Los valores representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra 

en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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obtención de dNTPs (Perlstein et al., 2005), y además en levadura es una diana de 

Cth2 (Sanvisens et al., 2011). Se compararon las subunidades de la RNR de 

Saccharomyces con las de Arabidopsis, y se pudo comprobar que ninguna de las 

subunidades de Arabidopsis contiene secuencias ARE en su extremo 3´UTR. Por 

otro lado, el único gen que presenta alterada la expresión en la planta C1OE es el 

que codifica la subunidad TSO2 de las RNR2 de Arabidopsis (Tabla R2.6). 

Tabla R2.6. Genes que codifican las diferentes subunidades RNR en 

Arabidopsis thaliana. Genes que codifican para las subunidades RNR de Arabidopsis y 

diferentes características estudiadas. Los valores del chip en positivo indican que están 

inducidos en la planta C1OE respecto al silvestre, en la condición de exceso de Cu (Cu) o 

deficiencia (MS) en el medio de crecimiento, en el estudio realizado previamente en el 

laboratorio (Perea, 2013). La posible condición de ser diana del ScCth2 se refiere a los genes 

homólogos de levadura, en función de los datos presentes en Puig et al., 2008.  

Genes RNR 
Código 
MIPS 

AREs 
Valores 

chip C1OE 
Homologo 
levadura 

Diana 
ScCth2 

RNR1 (R1) At2g21790 --- --- Rnr1 NO 

RNR2A (R2) At3g23580 --- --- Rnr2 SI 

RNR2B (R2) At5g40942 --- --- Rnr2 SI 

TSO2 (R2) At3g27060 --- 1.40 Cu Rnr2 SI 

 

Por lo tanto, nos planteamos estudiar la expresión de la subunidad R2 de 

Arabidopsis (TSO2) en función del contenido de Fe y de Cu presente en el medio 

de crecimiento. Para ello, se obtuvieron plantas WT de 7 días cultivadas en una 

escala de Fe, desde deficiencia (0 μM FeSO4) hasta exceso (100 μM FeSO4) y se 

analizó la expresión génica de TSO2 mediante qPCR (Figura R2.13-a). Los 

resultados mostraron que en condiciones de deficiencia (0 μM FeSO4) se expresa 

más que en suficiencia (50 μM FeSO4), aunque el exceso (100 μM FeSO4) no afecta 

a la expresión en comparación con la condición de suficiencia. Puesto que los datos 

anteriores mostraron que la expresión del factor Cth2 se encuentra regulada por la 

presencia de Cu en el medio de crecimiento, se comprobó la expresión de TSO2 en 

una escala de CuSO4 (Figura R2.13-b). En este caso, la expresión de TSO2 aumenta 
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tanto en deficiencia (0 μM CuSO4) como en exceso (10-25 μM CuSO4) del metal 

respecto a la condición de suficiencia (1 μM CuSO4), mostrando el mismo patrón 

que Cth2. Dado que los datos in silico no muestran que TSO2 tenga posibles 

secuencias AREs, la expresión podía no estar regulada negativamente como en 

levadura, pudiendo mostrar patrones de expresión similares, como es el caso. Por 

tanto, los datos obtenidos mostraron que al contrario que en levadura, en todo 

caso TSO2 de Arabidopsis tendría a Cth2 como activador de la expresión, aunque 

se necesitaría demostrar dicha implicación en su regulación.  
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Dado que ScCth2 está implicado en el proceso de traducción en levadura, ya 

que inhibe la traducción de RNA mensajeros que contienen ARE, que codifican 

proteínas que contienen hierro o participan en vías dependientes del hierro 

(Ramos-Alonso et al., 2018), se determinó la expresión de otros genes implicados 

en la traducción que en estudios previos in silico se observó que contenían la 

secuencia UUAUUUAUU en su extremo 3´UTR (Tabla R2.4). Entre dichos genes se 

Figura R2.13. Expresión del gen TSO2 en plantas de Arabidopsis thaliana 

con diferente aporte de metales en el medio de crecimiento. a) Expresión génica 

de TSO2 en plantas silvestres de Arabidopsis cultivadas durante 7 días en una escala de 

Fe. b) Expresión génica de TSO2 en plantas silvestres de Arabidopsis cultivadas durante 7 

d en una escala de Cu. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value> 0.05). 
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encuentra el factor de elongación de la traducción EF-Tu RAD8-D (Liu et al., 2019) 

(Figura R2.14). La expresión de RAD8-D, aumenta con el exceso de Cu en la planta 

WT, pero disminuye en la planta C1OE en exceso de Cu (25 μM CuSO4). Por lo tanto, 

en la condición de exceso de Cu presenta el patrón contrario a CTH2, compatible 

con ser una diana de Cth2 si actuara como represor. Estudios previos relacionan 

los factores EF-Tu con determinadas quinasas (Boller y Felix, 2009), ya que los EF-

Tu sirven como patrones moleculares asociados a microbios (PAMPs) que son 

reconocidos por kinasas que llevan a cabo la correspondiente reprogramación para 

responder a estos patógenos (Ly et al., 2018). Por ello, se analizó la expresión del 

gen de la proteína quinasa 21 similar a los receptores ricos en cisteína (CRK21), 

presente en la mitocondria y también con una secuencia UUAUUUAUU en el 

extremo 3´UTR (Tabla R2.4/ Wrzaczek et al., 2010) (Figura R2.14). La expresión 

de la quinasa CRK21, disminuye tanto en la planta WT en condición de exceso de 

Cu (25 μM CuSO4), como en la planta C1OE en ambas  
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Por lo tanto, en la condición de elevado Cu, al igual que RAD8-D, presenta 

patrones de expresión contrarios al que presenta Cth2, compatible con ser diana 

del mismo si actuase como represor, aunque se requerirán estudios posteriores 

para comprobar si la expresión de CTH2 está relacionada con la expresión de 

posibles dianas implicadas en la traducción.  

 

 

 

R
A

D
8

-D
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

C
R

K
2

1
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

WT 

C1
OE

a

d

b

c

c

a

a

b

0 25 [Cu] M

Figura R2.14. Expresión de los genes CRK21 y RAD8-D en plantas WT y C1OE. 

Expresión de los genes RAD8-D y CRK21 de Arabidopsis en plantas WT y C1OE. Plántulas 

de 7 días cultivadas en deficiencia (0 μM CuSO4) y exceso de Cu (25 μM CuSO4) en el 

medio de crecimiento. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value> 0.05). 
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II-ESTUDIO DE LAS PLANTAS SOBREEXPRESORAS COPT1OE EN 

CONDICIONES DE DEFICIENCIA DE HIERRO. 

 

2.7 Estudio fisiológico de plantas silvestres y sobreexpresoras de 

COPT1 en condiciones de deficiencia de hierro. 

Resultados anteriores obtenidos en el laboratorio, donde se comparó la 

expresión génica en plantas sobreexpresoras de C1OE frente a plantas silvestres, 

en dos condiciones de crecimiento (MS y 10 M Cu), mostraron que varios genes 

de la homeostasis del Fe se encontraban diferencialmente expresados (Tabla R2.7).  

Tabla R2.7. Tabla de genes relacionados con la homeostasis del hierro que se 

encuentran alterados en el análisis de expresión génica global de plantas C1OE. Se 

indican los genes relacionados con la homeostasis del hierro cuya expresión se encuentra 

significativamente alterada (Valor chip >1 o <-1, inducidos o reprimidos en las plantas WT, 

respectivamente) en un estudio previo de expresión génica global donde se comparó la 

expresión en plantas C1OE y plantas silvestres en condiciones de deficiencia de Cu (MS) o 

exceso del mismo (Cu) (Perea 2013). Los valores en cursiva no pasaron el análisis estadístico 

aplicado. En negrita se indican los genes que se han analizado en este trabajo. 

ID Gen 
Nombre 

Gen 
Descripción 

Valor Chip 

MS Cu 

Homeostasis     

AT1G23020 FRO3 Ferric Reduction Oxidase 3 --- 1,24 

AT4G19690 IRT1 Iron-Regulated Transporter 1 -1,74 -1,77 

AT5G01600 FER1 Ferritin 1 --- -2,17 

Regulación     

AT1G47395 IMA2 Fe-Uptake-Inducing peptide2 --- 3,32 

AT1G47400 IMA1 Fe-Uptake-Inducing peptide3 --- 2,47 

AT1g51070 bHLH115 
Basic helix-loop-helix protein 
115 

--- 
-

1,142 

AT1g56430 NAS4 Nicotianamina synthase 4 --- 
-

1,511 
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AT2G41240 bHLH100 
Basic helix-loop-helix protein 
100 

--- 2,91 

AT3G18290 BTS Brutus --- 1,36 

AT3G56970 bHLH038 Basic helix-loop-helix protein 38 --- 2,45 

AT3G56980 bHLH039 Basic helix-loop-helix protein 39 --- 2,52 

AT5G04150 bHLH101 
Basic helix-loop-helix protein 
101 

--- 2,15 

Proteínas Fe     

AT2G26400 ARD Acireductone Dioxygenase --- 1,66 

AT2G29090 CYP707A2 
Cytochrome P450, family 707, 
subfamily A, polypeptide 2 

1,05 --- 

AT2G30770 CYP71A13 
Cytochrome P450, family 71, 
subfamily A, polypeptide 13 

--- 1,79 

AT2G42850 CYP718 Cytochrome P450, family 718 1,2 --- 

AT3G03470 CYP89A9 
Cytochrome P450, family 87, 
subfamily A, polypeptide 9 

--- 1,08 

AT3G25180 CYP82G1 
Cytochrome P450, family 82, 
subfamily G, polypeptide 1 

--- 2,43 

AT3G26200 CYP71B22 
Cytochrome P450, family 71, 
subfamily B, polypeptide 22 

2,07 --- 

AT3G26830 CYP71B15 
Cytochrome P450, family 71, 
subfamily B, polypeptide 15 

--- 1,29 

AT4G31940 CYP82C4 
Cytochrome P450, family 82, 
subfamily C, polypeptide 4 

--- -2,58 

AT4G37370 CYP81D8 
Cytochrome P450, family 81, 
subfamily D, polypeptide 8 

--- 2,14 

AT4G37410 CYP81F4 
Cytochrome P450, family 81, 
subfamily F, polypeptide 4 

--- -2,18 

AT5G17170 ENH1 Enhancer of sos3-1 --- -1,49 

AT5G51010 --- Rubredoxin-like superfamily protein --- -1,12 

AT1G03190 XPD Xeroderma Pigmentosum Group D  --- -1,46 

AT5G51720 At-NEET NEET Group protein --- -2,3 

 

Dado que los datos obtenidos en el apartado anterior también indicaban que 

en las plantas sobreexpresoras C1OE se encuentran alterada la expresión de genes 

implicados en la homeostasis del Fe, nos planteamos estudiar estas plantas en 
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condiciones de deficiencia del metal. Para ello, se cultivaron plántulas de 7 días en 

medios con suficiencia (50 μM FeSO4) y ligera deficiencia de Fe (10 μM FeSO4) en 

el medio de cultivo (Figura R2.15). Tras la determinación de la longitud de las 

raíces de las plántulas WT aumentó en condiciones de ligera deficiencia. Sin 

embargo, las plántulas C1OE presentaron un acortamiento de la raíz en ambos 

medios sin que aumentara la longitud en deficiencia del metal (Figura R2.15-b). 

Así, mientras que en suficiencia el acortamiento en la C1OE fue del 30 %, en 10 μM 

FeSO4 fue del 50 % respecto a la WT. Se obtuvieron medidas del peso fresco de 5 

plántulas, no observándose cambios en la condición de suficiencia, mientras que, 

en ligera deficiencia de Fe, el peso fresco aumentó en la WT y no cambió en la 

planta C1OE (Figura R2.15-c).  

A continuación, se midió el contenido en clorofila total y se comprobó que, 

mientras las plántulas WT no presentaban cambios significativos, las plantas C1OE 

presentaban un menor contenido en clorofila en la condición de ligera deficiencia 

de Fe (10 μM FeSO4), un 43 % menos respecto al WT en la misma condición (Figura 

R2.15-d). 
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Figura R2.15. Caracterización fisiológica de las plantas C1OE en deficiencia de 

hierro. a) Fotos representativas de plántulas de 7 días de Arabidopsis WT y C1OE en 

suficiencia (50 μM FeSO4) y ligera deficiencia de Fe (10 μM FeSO4). b) Longitud de la raíz 

de plántulas WT y C1OE en las mismas condiciones de crecimiento que en a). c) Peso fresco 

de 5 plántulas de WT y C1OE cultivadas en las mismas condiciones que en a). d) Contenido 

de clorofila total de plántulas WT y C1OE cultivadas en las mismas condiciones que en a). 

Los valores representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra 

en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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Previamente habíamos determinado que las plantas C1OE contienen más Cu en 

el interior celular, tanto en deficiencia de metal en el medio de crecimiento, como 

en exceso (Andrés et al., 2010). Dados los cambios observados en la homeostasis 

del Fe, se determinó el contenido de Fe endógeno en las plantas WT y C1OE de 7 

días de crecimiento con diferente aporte de CuSO4 en el medio (Figura R2.16). En 

las plantas WT no se observaron diferencias en el contenido de Fe al aumentar el 

Cu en el medio. Sin embargo, las plantas C1OE presentaron menor contenido 

endógeno de Fe en todos los medios analizados con respecto a las silvestres. 

Además, las plantas C1OE presentaron una menor cantidad de Fe endógeno cuando 

se cultivan en exceso de Cu (25 µM de CuSO4) comparado con la condición control 

de suficiencia de Cu (1 µM de CuSO4). 

 

2.8 Expresión de genes relacionados con la homeostasis del 

hierro en plantas de Arabidopsis.  

Puesto que existe una disminución en el contenido de Fe en las plantas 

sobreexpresoras C1OE, se estudió la expresión de genes implicados en la 
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Figura R2.16. Contenido de hierro de las plantas WT y C1OE. Se utilizaron 

plantas WT y C1OE de 7 días, cultivadas en una escala de CuSO4 para determinar el 

contenido de Fe por ICP-MS. Los valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. 

Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-

value>0.05). 
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incorporación y almacenamiento del Fe, como los que codifican la reductasa FRO2, 

el transportador IRT1 y las ferritinas.  

En cuanto a la expresión de los genes FER1 y FER3, que codifican las ferritinas 

1 y 3, cuya función es la de almacenar el Fe (Reyt et al., 2015), se analizó su 

expresión, tanto en una escala de Cu como de Fe. FER1 muestra patrones 

contrarios en ambas escalas, disminuyendo la expresión en las condiciones de 

exceso de Cu (10-50 μM CuSO4) en el medio, mientras que como cabía esperar, la 

expresión aumenta conforme sube el contenido de Fe (50-100 μM FeSO4) en el 

medio de crecimiento (Figura R2.18-a). Sin embargo, la expresión de FER3 no se 

encuentra alterada por la cantidad de Fe presente en el medio, y sólo disminuye 

en la condición de 10 μM CuSO4. Nuestros datos muestran sólo la variación en la 

Figura R2.17. Expresión de los genes que codifican ferritinas en plantas WT. a) 

Expresión génica de FER1 en plántulas WT de 7 días cultivadas en una escala de CuSO4 y de 

FeSO4. b) Expresión génica de FER3 en plántulas WT de 7 días cultivadas en las mismas 

condiciones que en a). Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no 

son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 

F
E

R
1
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0

10

20

30

40

50

F
E

R
1
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

0 10 50 [Cu] 

a

b
b

b
a

a)

b)

0 50 100 [Fe] M

c

F
E

R
3
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8

0 10 50 [Cu]

a

b

a

F
E

R
3
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2
aa

0 50 100 [Fe] M

a



  Resultados Capítulo 2 

149 
 

expresión de FER1 en función del metal presente en el medio de crecimiento, 

posiblemente porque, de los 4 genes presentes en Arabidopsis, es la ferritina que 

más se expresa (Petit et al., 2014). 

Además, analizamos la expresión de la ferrorreductasa 2 (FRO2), implicada en 

la incorporación del Fe del suelo (Robinson et al., 1999). Se comprobó su expresión 

en una escala de CuSO4 en el medio de crecimiento, tanto en la planta WT como 

la sobreexpresora C1OE (Figura R2.18-a). Se observó que, excepto en la condición 

de suficiencia, en la que no hubo diferencias significativas, tanto en deficiencia de 

CuSO4 (0 μM CuSO4) como en exceso de CuSO4 (10 μM CuSO4), las plantas C1OE 

presentaron una menor expresión respecto a las WT en la misma condición. En 

cuanto a la expresión de FRO2 con diferente aporte de FeSO4 en el medio de 

crecimiento, se observó que en las plantas WT se indujo su expresión en deficiencia 

de Fe, mientras que no aumentó en las plantas C1OE (Figura R2.18-b). Así que 

comprobamos si se veía afectada la actividad enzimática ferrorreductasa en las 

plantas sobreexpresoras. Para ello, se cultivaron plántulas de 7 días y se 

procesaron tal y como se especifica en el apartado 3.6 de material y métodos. Se 

recogieron 5 plántulas y se pesaron. Se sumergieron en solución 1:1 de 300 μM 

BPDS y 100 μM Fe(III)-EDTA. Se dejaron 1 h en oscuridad a 22 ºC con 300 rpm y 

transcurrido dicho tiempo se midió la absorbancia a 535 nm (Grillet et al., 2014b). 

A pesar de que no se observó un aumento en la actividad reductasa de Fe en las 

plantas WT en deficiencia de Fe, sí se detectó una reducción significativa de la 

actividad en deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) en las plantas C1OE (Figura R2.18-c), 

de acuerdo con la inhibición observada de la expresión de FRO2 (Figura R2.18-b). 

Por tanto, estos datos sugieren como posible causa del menor contenido de Fe de 

las plantas C1OE su incapacidad para inducir la expresión de la reductasa, previa al 

transporte del metal, en respuesta a la deficiencia de Fe.  
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Figura R2.18. Caracterización de la expresión y actividad de la 

ferrorreductasa en plantas de Arabidopsis thaliana. a) Expresión génica de la 

reductasa FRO2 en plantas WT y C1OE de 7 días en una escala de CuSO4. b) Expresión 

génica de la reductasa FRO2 en plantas WT y C1OE de 7 días en dos condiciones, 

deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) y suficiencia de Fe (50 μM FeSO4). Gen de la UBQ 

(ubicuitina) utilizado como control. c) Actividad ferrorreductasa en plántulas WT y C1OE 

de 7 días cultivadas en suficiencia (50 μM FeSO4) y deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) medida 

a A535 nm. Los valores representados son la media ± SD de n≥2 réplicas. Las muestras con 

una letra en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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Se analizó también la expresión del gen que codifica para el transportador de 

Fe IRT1. La expresión de IRT1 en la escala de Cu en las plantas WT disminuyó en 

exceso de Cu (10 μM CuSO4) (Figura R2.19-a). La expresión en la planta C1OE fue 

menor en deficiencia (0 μM CuSO4) y suficiencia de Cu (1 μM CuSO4), respecto al 

WT, mientras que no hubo diferencias entre las condiciones de crecimiento. En las 

diferentes condiciones de Fe se observó un aumento en la expresión de IRT1 en 

deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) en las plantas silvestres, aunque no llegó a ser 

significativa frente a la condición de suficiencia, mientras que en las plantas C1OE 

no se indujo la expresión del transportador en la misma condición (Figura R2.19-

b). Comprobamos la cantidad de proteína del transportador Irt1, ya que disminuyó 

Figura R2.19. Expresión del transportador de hierro IRT1. a) Expresión génica del 

transportador IRT1 en plantas WT y C1OE de 7 días en una escala de CuSO4. b) Expresión 

génica del transportador IRT1 en plantas WT y C1OE de 7 días en dos condiciones, deficiencia 

de Fe (0 μM FeSO4) y suficiencia de Fe (50 μM FeSO4). Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado 

como control. Los valores representados son la media ± SD de n≥2 réplicas. c) Western-blot 

para detectar el transportador Irt1 en plántulas WT y C1OE de 7 d cultivadas en deficiencia 

de Fe (0 μM FeSO4). La tinción de proteínas con el colorante rojo de Ponceau se utilizó como 

control de carga. Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes 

(p-value> 0,05). 
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la expresión del transportador y la cantidad de Fe es menor (Figura R2.19-c). Se 

observó que ésta es menor en las plantas C1OE cultivadas en deficiencia de Fe.  

Estos resultados en conjunto muestran que las plantas sobreexpresoras de 

COPT1 tienen un menor contenido endógeno de Fe ya que no se activa la expresión 

de los genes de respuesta a deficiencia de Fe, como son la reductasa FRO2 y el 

transportador IRT1. Por lo tanto, la entrada exacerbada de Cu+ en estas plantas 

está alterando la respuesta a la deficiencia de Fe, impidiendo que se expresen los 

genes implicados en el transporte del metal, lo que finalmente afecta al contenido 

de Fe endógeno de la planta. 

 

2.9 Caracterización de la ruta de los flavonoides en las plantas 

de Arabidopsis COPT1OE en respuesta a la deficiencia de 

hierro. 

Las plantas con estrategia I de captación de Fe también pueden secretar ciertas 

sustancias flavonoides que ayudan a acomplejar el Fe para mejorar la adquisición 

del metal del suelo (Rodriguez-Celma et al., 2013). Dado que las plantas 

sobreexpresoras C1OE contienen menos Fe y que los datos moleculares no 

muestran una respuesta génica de las plantas a dicha deficiencia de Fe, se estudió 

si había diferencias en la secreción de sustancias flavonoides. Dado que los 

compuestos flavonoides emiten fluorescencia, si se exponen las plantas a luz UV 

se puede observar el exudado producido por las raíces (Rodriguez-Celma et al., 

2013). Para ello, se cultivaron las plantas WT y C1OE 7 días en medio de crecimiento 

con suficiencia de Fe (50 μM FeSO4) con un pH 5,7 sobre una membrana de nylon. 

De este modo, pasados los 7 días, una parte de las placas se traspasaron a nuevas 

placas con el mismo medio, o a un medio deficiente de Fe (0 μM FeSO4), al mismo 

pH (5,7) o con un pH más alcalino (7,2) para exacerbar la dificultad en la 

adquisición de Fe. Las placas se expusieron a luz UV mediante un transiluminador 

(BIORAD) durante unos segundos y se obtuvieron las imágenes de la fluorescencia 

observada (Figura R2.20). Las plantas presentaron mayor emisión de fluorescencia 
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en las condiciones de deficiencia de FeSO4 (0 μM FeSO4) a ambos pH, siendo en 

pH alcalino donde se observó más claramente la diferencia entre las plantas WT, 

que presentan mayor fluorescencia, y las C1OE.  

Se realizaron medidas de la longitud de la raíz a los 10 días de crecimiento a 

partir de fotografías procesadas con el programa Image J (Figura R2.21). Se 

observó cómo las plantas WT presentaban mayor longitud cuando se cultivaron en 

medio deficiente en Fe y pH normal (0 μM FeSO4 pH 5,7) (14 % mayor que la 

condición de suficiencia en el mismo pH), mientras que en el resto de condiciones 

no se observaron diferencias. En todos los casos, las plantas sobreexpresoras 

presentaron una menor longitud de la raíz, produciéndose mayor acortamiento en 

las condiciones de deficiencia de Fe (0 μM FeSO4), tanto a pH 5,7 (42 % menos 

respecto al WT en la misma condición) como a pH 7,2 (52 % menos respecto al 

WT en la misma condición).  

Figura R2.20. Fluorescencia de las raíces de las plantas de Arabidopsis en 

respuesta a la deficiencia de hierro. Imágenes representativas de plantas silvestres 

(WT) y sobreexpresoras (C1OE) cultivadas durante 7 días en medio con suficiencia de Fe 

y pH 5,7 y cambiadas durante 3-4 días a medios con suficiencia de Fe (50 μM FeSO4) y pH 

normal (pH 5,7) o alcalino (pH 7,2), o medio deficiente en Fe (0 μM FeSO4) y pH normal 

(pH 5,7) o alcalino (pH 7,2). Imágenes capturadas aplicando luz UV a 635 nm durante 

varios segundos en un transiluminador BIORAD. 
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A continuación, se estudiaron los genes clave en la intersección de la ruta de 

síntesis de compuestos flavonoides que separan la ruta de las cumarinas y de las 

ligninas (Figura R2.22). Se obtuvo RNA de plantas silvestres (WT) y 

sobreexpresoras (C1OE) crecidas durante 7 días en condiciones de suficiencia (50 

μM FeSO4) y deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) (Figura R2.23-b). De la ruta de las 

ligninas se estudiaron los genes Cinnamyl-Alcohol Deshidrogenasa 8 (CAD8) y la 

Cinnamoyl CoA Reductase 1 (CCR1) (EC: 1.1.1.195, EC:1.2.1.44, Kegg Pathway; 

Babar Ali y McNear, 2014). Los resultados mostraron que las plantas C1OE 

presentan menor expresión de CCR1 en la condición de deficiencia de Fe (0 μM 

FeSO4). En cuanto a la ruta de las cumarinas, se analizó la expresión del gen de la 

-glucosidasa 23 (BGLU23) y la 2-oxoglutarato (2OG) oxigenasa dependiente de 

Fe(II) (F6´H1) (EC: 3.2.1.21, EC:1.14.11.-, Kegg Pathway; Kai et al., 2008) (Figura 

R2.22-a). Los datos mostraron un descenso de la expresión en la BGLU23 en las 

plantas C1OE en deficiencia de Fe (0 μM FeSO4) y un aumento de la expresión de 

Figura R2.21. Longitud de la raíz de plantas de Arabidopsis en medios con 

diferente aporte de Fe y pH. Longitud de la raíz de plantas silvestres (WT) y 

sobreexpresoras (C1OE) cultivadas durante 7 días en medio con suficiencia de Fe y pH 

5,7 y cambiadas durante 3-4 días a medios con suficiencia de Fe (50 μM FeSO4) y pH 

normal (pH 5,7) o alcalino (pH 7,2), o medio deficiente en Fe (0 μM FeSO4) y pH normal 

(pH 5,7) o alcalino (pH 7,2). Medidas realizadas a partir de imágenes procesadas con el 

programa Image J. Los valores representados son la media ± SD de n=10 réplicas. Las 

muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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la F6´H1 en la misma condición (0 μM FeSO4), tanto en las plantas WT como en 

las C1OE.  

Por lo tanto, los datos moleculares obtenidos de la expresión de genes de la 

ruta de biosíntesis de cumarinas no se corresponden con la diferencia en la 

fluorescencia observada en las imágenes de luz UV entre las plantas WT y C1OE en 

deficiencia de Fe. Sin embargo, no se puede descartar que la diferencia de 

fluorescencia observada se produzca como consecuencia de cambios en la 

expresión de otros genes de la ruta no analizados. En todo caso, la incorporación 

de Fe a través de compuestos fenólicos también está inhibida en las plantas C1OE. 
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Figura R2.22. Expresión de los genes de la ruta de las cumarinas y las ligninas. 

a) Expresión de los genes de la ruta de las cumarinas F6´H1 y BGLU23 en plantas silvestres 

(WT) y sobreexpresoras (C1OE) de 7 días cultivadas en suficiencia (50 μM FeSO4) y deficiencia 

de Fe (0 μM FeSO4). b) Expresión de los genes de la ruta de las ligninas CCR1 y CAD8 en 

plantas silvestres (WT) y sobreexpresoras (C1OE) de 7 días cultivadas en suficiencia (50 μM 

FeSO4) y deficiencia de Fe (0 μM FeSO4). Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. 

Los valores representados son la media ± SD de n=2 réplicas. Las muestras con una letra 

en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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2.10 Estudio de factores reguladores de la deficiencia de hierro. 

Con el objetivo de estudiar los posibles factores reguladores implicados en las 

alteraciones observadas en las plantas C1OE, es estudió la expresión de diferentes 

reguladores de la homeostasis del Fe, previamente descritos.  

Dado que estudios anteriores relacionaban un aumento de la expresión del 

factor de transcripción UPB1 en plantas deficientes en fer1-3-4 (Reyt et al., 2015) 

y la alteración observada de los niveles de FER1 en la escala de Cu, en las plantas 

C1OE (Figura R2.17), se comprobó la expresión del factor de transcripción UPB1 en 

plantas silvestres y sobreexpresoras (Figura R2.23). En las plantas WT la expresión 

de UPB1 disminuyó en suficiencia de Cu (1 μM CuSO4), pero no se detectó 

diferencia en exceso (10 μM CuSO4) respecto a las otras dos condiciones. Sin 

embargo, la expresión de UPB1 se encuentra inducida en las plantas 

sobreexpresoras tanto en deficiencia como en suficiencia (0 μM CuSO4 y 1 μM 

CuSO4).  
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Figura R2.23. Expresión génica del factor UPBEAT1 en plantas 

sobreexpresoras de C1OE. Expresión génica del factor UPB1 en plántulas de Arabidopsis 

WT y C1OE de 7días cultivadas en diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio. Gen de 

la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores representados son la media ± SD de 

n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-

value> 0,05). 
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La entrada de Cu+ en las células produce ROS (Rodrigo-Moreno et al., 2013). 

UPB1 regula la expresión de otros genes en función de los ROS presentes en la 

zona radicular de transición entre proliferación y diferenciación celular y se ha 

relacionado la inducción de UPB1 con la inhibición de la longitud de las raíces 

(Tsukagoshi et al., 2010). Dado que las plantas C1OE muestran una menor longitud 

de la raíz (Figura 2.20), se comprobó la expresión del factor de transcripción UPB1 

en las condiciones de suficiencia y deficiencia de Fe, a pH 5,7 (Figura R2.24). Los 

resultados mostraron que las plantas sobreexpresoras C1OE presentaban mayor 

expresión del factor UPB1 en ambas condiciones, sugiriendo una posible 

explicación para el acortamiento de la raíz en estas plantas.  

Dado que la expresión del factor BRUTUS (BTS) se induce en respuesta a bajas 

concentraciones de Fe (Long et al., 2010) y la concentración de Fe endógeno es 

menor en las plantas C1OE, se comprobó la expresión del factor BTS en las plantas 

WT y C1OE en una escala de CuSO4 (Figura R2-25). Los resultados mostraron que 

la expresión de BTS se indujo en suficiencia (1 μM CuSO4) o exceso (10 μM CuSO4) 
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Figura R2.24. Expresión del factor UPBEAT1 en diferente aporte de FeSO4 

en el medio de crecimiento. Expresión génica del factor UPB1 en plantas WT y C1OE 

de 7 días de crecimiento en medio con suficiencia (Fe (50 μM FeSO4) o deficiencia FeSO4 

(0 μM FeSO4) a pH 5,7. Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores 

representados son la media ± SD de n=2 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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de Cu en el medio, en comparación con la deficiencia (0 μM CuSO4). Del mismo 

modo, la expresión de BTS en las plantas C1OE amenta respecto al WT en 

deficiencia y exceso de Cu (0 μM CuSO4 y 10 μM CuSO4), aunque en esta última 

condición las diferencias no son significativas.  

Dado que la concentración de Fe interna es menor en las plantas C1OE y que 

los genes de incorporación de Fe también se encuentran alterados en estas plantas, 

se estudió la expresión de otros factores implicados en la respuesta a deficiencia 

de Fe, que siguen una vía independiente de BTS, pertenecientes al grupo de los 

denominados factores de transcripción tipo beta hélice-vuelta-hélice (bHLH), como 

FIT (bHLH29) y los del subgrupo Ib (bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101) 

(Colangelo y Guerinot, 2004; Wang et al., 2007). 

Se analizó la expresión de varios de estos factores en plantas silvestres 

cultivadas durante 7 días con diferente aporte de FeSO4 en el medio de crecimiento 

(Figura R2.26). En los tres genes analizados, FIT, bHLH38 y bHLH39, se produce 

B
T

S
 m

R
N

A
 (

r.
u

)

0

2

4

6

8

10

12
WT 

C1
OE

0 101 [Cu] M

a
dc

b

e

e

Figura R2.25. Expresión génica del factor BTS en plantas sobreexpresoras 

de C1OE. Expresión génica del factor BTS en plántulas de Arabidopsis WT y C1OE de 7 días 

cultivadas en diferentes concentraciones de CuSO4 en el medio. Gen de la UBQ (ubicuitina) 

utilizado como control. Los valores representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las 

muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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una mayor expresión en la condición de deficiencia de Fe (0 μM FeSO4), mientras 

que en suficiencia (50 μM FeSO4) y exceso (100 μM FeSO4) la expresión es 

comparativamente menor.  

 

Figura R2.26. Expresión de los factores bHLH en plantas silvestres con diferentes 

concentraciones de FeSO4 en el medio. Expresión génica de los factores FIT, bHLH38 y 

bHLH39 en plantas silvestres (WT) de 7 días en medios con diferente aporte de FeSO4; 

deficiencia (0 μM FeSO4), suficiencia (50 μM FeSO4) y exceso de Fe (100 μM FeSO4). Gen 

de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores representados son la media ± 

SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente 

diferentes (p-value> 0,05). 
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Los resultados obtenidos corroboraron los datos previamente publicados para 

la expresión de estos genes en deficiencia de Fe (Colangelo y Guerinot, 2004; Wang 

et al., 2007).  

A continuación, se analizó la expresión de estos genes variando el contenido de 

Cu en el medio. La expresión del factor FIT, que es clave en la regulación por 

deficiencia de Fe (Colangelo y Guerinot, 2004), mostró una menor expresión en 

deficiencia de Cu (0 μM CuSO4) y en exceso (25 μM CuSO4) (Figura R2.27-a). Este 

hecho sugiere que para la expresión óptima de este regulador maestro se requieren 

condiciones de suficiencia de Cu. A continuación, se comprobó la expresión de dos 

factores del grupo Ib: bHLH 38 y bHLH39 (Figura R2.27-b). En las plantas WT se 

observó que la expresión de ambos factores era mayor conforme aumentaba el 

CuSO4 en el medio de crecimiento. Sin embargo, aunque las plantas C1OE 

presentaron una tendencia similar, el óptimo de expresión se desplazó a 

concentraciones más altas de Cu (10 μM CuSO4). Se estudiaron el resto de factores 

del grupo Ib, bHLH100 y bHLH101 y, aunque no se observó el aumento progresivo 

de expresión conforme aumenta el CuSO4 en las plantas WT, en ambos casos la 

expresión fue mayor en exceso de Cu (25 μM CuSO4) respecto a la deficiencia del 

mismo (0 μM CuSO4) (Figura R2.27-c). En las plantas sobreexpresoras C1OE la 

expresión fue menor en todas las condiciones respecto al WT, excepto en la 

condición de exceso de Cu (10 μM CuSO4), en la que se observó una elevada 

expresión. Por lo tanto, en la condición de 10 μM CuSO4, los factores reguladores 

bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101 activan su expresión.  
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Figura R2.27. Expresión génica de los factores reguladores de la 

transcripción tipo bHLH: FIT1 y el subgrupo Ib. a) Expresión génica del factor de 

transcripción FIT en plantas WT y C1OE de 7 d, cultivadas en una escala de Cu; desde 

deficiencia (0 μM CuSO4), hasta elevado exceso (25 μM CuSO4). b) Expresión génica de los 

factores de transcripción bHLH38 y bHLH39 en plantas WT y C1OE de 7 días, cultivadas en 

las mismas condiciones que en a). b) Expresión génica de los factores de transcripción 

bHLH100 y bHLH101 en plantas WT y C1OE de 7 días, cultivadas en las mismas condiciones 

que en a). Gen de la UBQ (ubicuitina) utilizado como control. Los valores representados 

son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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Los resultados obtenidos ponen en evidencia que la alteración de la 

homeostasis del Cu por la sobreexpresión del transportador COPT1 y, por tanto, la 

mayor entrada de Cu+, produce una deficiencia de Fe en las plantas C1OE. 

Efectivamente, los niveles de Fe en las plantas C1OE están reducidos y dichas 

plantas muestran una mayor sensibilidad a la deficiencia de Fe (Figura R2.16). 

Aunque esta deficiencia provoca la inducción de la expresión de reguladores de 

homeostasis del Fe como los genes bHLH del subgrupo Ib, no induce la activación 

de la expresión del gen central de la regulación de deficiencia de Fe, FIT. Dado que 

FIT y los bHLH del subgrupo Ib se requieren conjuntamente para activar la 

respuesta molecular de deficiencia de Fe (Wang et al., 2007; Yuan et al., 2008), la 

falta de inducción de FIT hace que no se pueda activar la expresión de genes como 

la reductasa de la membrana FRO2 o el transportador IRT1, claves para la 

adquisición de Fe.  
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Estudios previos demostraron que el factor AtCth2 de Arabidopsis está 

implicado en la formación de paredes celulares y en la formación de las anteras, 

provocando que plantas mutantes deficientes en cth2 sean estériles (Chai et al., 

2015). Sin embargo, en la levadura S. cerevisiae, Cth2 está implicado en la 

respuesta a la deficiencia de Fe, mediando la degradación de mensajeros cuyos 

productos unen Fe (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008). A pesar de que dichas 

funciones son aparentemente diferentes, se considera a la pared celular como uno 

de los principales sumideros de metales y, en ese sentido, la remodelación de la 

misma podría influir en la movilización y biodisponibilidad de los metales (Ye et al., 

2015). 

El estudio in silico de los sitios ARE en el extremo 3´UTR de los genes, que 

podrían actuar como posibles dianas de AtCth2, muestra dos funciones biológicas 

sobrerrepresentadas: la “actividad desaturasa” (p-value 8,39*10-4) y la “unión de 

metales” (p-value 1,06*10-4) (Figura R2.2). Una vez más, estas dos funciones 

podrían estar relacionadas, ya que el aumento en el contenido en ácidos grasos 

insaturados es capaz de activar a las H+-ATPasas de la membrana plasmática y, 

con ello, favorecer la movilización del Fe (Oh et al., 2016). 

Entre los genes de la homeostasis del Fe que tienen secuencias ARE se 

encuentra la ferritina FER3, implicada en el almacenaje de Fe (Petit et al., 2001) y 

genes que codifican para proteínas que contienen Fe, como citocromos y proteínas 

con centros Fe-S, así como implicadas en la regulación de la respuesta a deficiencia 

de Fe, como el factor de transcripción bHLH39 (Yuan et al., 2008). En cuanto a los 

genes relacionados con la homeostasis del Cu, tienen AREs el transportador de Cu 

de alta afinidad COPT6, implicado con la movilización del Cu desde la raíz hacia la 

parte aérea (Jung et al., 2012; Garcia-Molina et al., 2013), y genes que codifican 

proteínas que contienen Cu, entre ellas dos lacasas implicadas en la formación de 

las paredes celulares, la plantacianina implicada en la formación de las anteras 

(Dong et al., 2005) y el principal regulador de la transcripción en deficiencia de Cu 

SPL7 (Nagae et al., 2008; Yamasaki et al., 2009). La presencia de AREs en genes 

tan importantes para la regulación global de la expresión génica como los factores 
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de respuesta a deficiencia de Fe (bHLH39) (Wang et al., 2007) y de Cu (SPL7) 

(Yamasaki et al., 2009), sugiere que AtCth2 podría regular de forma global ambos 

procesos de homeostasis de Fe y de Cu. Esta regulación podría ejercerse de forma 

parecida al papel de ScCth2 en levadura en deficiencia de Fe, regulando a nivel 

postranscripcional la expresión de genes implicados en la homeostasis del Fe (Puig 

et al., 2005; Puig et al., 2008). Sin embargo, ScCth2 no se ha relacionado con la 

homeostasis del Cu y nuestros resultados en el Capítulo 1 de la presente tesis no 

dejan claro si, a pesar de su regulación por altos niveles de Cu, existe una 

implicación directa en los efectos observados sobre sus dianas (Figuras R1.10 y 

R1.12).  

De acuerdo con la ausencia de elementos cis de regulación por deficiencia de 

Fe (IDE) o por deficiencia de Cu (CuRE) en el promotor de AtCTH2, su expresión 

no se regula por la cantidad de Fe presente en el medio, pero en exceso de Cu 

aumenta su expresión, independientemente de la cantidad de Fe (Figura R2.4). 

El ensayo de triple híbrido en levadura permitió demostrar que AtCth2 

interacciona con secuencias ARE (Figura R2.3). De acuerdo con que la expresión 

de AtCTH2 está regulada por el contenido de Cu en el medio, la expresión alterada 

del transportador COPT1 en plantas C1OE (Andrés-Colás et al., 2010) incrementa 

los niveles de AtCTH2 (Figura R2.7). Por ese motivo, las plantas C1OE podrían servir 

para caracterizar la respuesta de Arabidopsis a niveles altos de Cth2, y cómo afecta 

a diferentes parámetros relacionados con las homeostasis del Cu y del Fe.  

La disminución en la respiración de las raíces de las plantas C1OE tanto en 

deficiencia como en exceso de Cu (Figura R2.8) coincide con lo que ocurre en 

levadura al aumentar el transporte de Cu+ (Figura R1.15). Esta disminución de la 

respiración podría deberse a la labilidad de los transportadores de electrones de la 

cadena mitocondrial, y más específicamente a los transportadores con centros Fe-

S, que son muy sensibles al estrés oxidativo (Gleason et al., 2011) y al exceso de 

Cu+ (Gross et al., 2000; Foster et al., 2014).  

La entrada de Cu+ en las plantas C1OE se ha demostrado que causa mayor 

producción de radicales hidroxilo (OH) en el citosol, con consecuencias en la 
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activación de los canales de K+ y Ca+2 que aumentan a su vez el daño oxidativo 

producido por el Cu+ (Rodrigo-Moreno et al., 2013). De acuerdo con estos datos, 

el análisis de expresión global en plantas C1OE realizado con anterioridad (Perea-

García, 2013) indicó que varios genes que codifican proteínas con centros Fe-S (At-

NEET, NIR1, IPSG, RAD3) se encuentran reprimidos en la planta C1OE frente a la 

WT (Tabla R2.4) (Figura R2.10 y R2.11). Por lo tanto, la desregulación espacio-

temporal de la entrada de Cu+ en las plantas C1OE, afecta de forma general a la 

expresión de genes que codifican a las proteínas con centros Fe-S (Andrés-Colás 

et al., 2010). 

En el caso de que AtCth2 pudiera tener un papel relacionado con la homeostasis 

metálica y dado que el homólogo de levadura ScCth2 tiene entre sus dianas 

diversas proteínas con centros Fe-S (Puig et al., 2005), la regulación de las 

proteínas con clústeres Fe-S indicaría que funcionaría como activador. Entre otros 

factores de tipo TZF que pudieran ejercer la función de reguladores negativos de 

la expresión de los genes que codifican para proteínas con centros Fe-S, se 

encuentran los factores TZF del grupo IX, que son los que más se asemejan en la 

estructura de los dedos de Zn a AtCth2 (Wang et al., 2008). De ellos, el único que 

podría ser compatible con ejercer una función como regulador negativo de la 

expresión de proteínas con centros Fe-S es el factor SOME-like por su expresión 

incrementada en las plantas sobreexpresoras (Figura R2.12). 

Dado que los datos obtenidos mostraban que la alteración de la entrada de Cu+ 

en la planta sobreexpresora C1OE afectaba a varios genes de la homeostasis del Fe, 

el segundo apartado de este capítulo se centró en estudiar la homeostasis de Fe 

en las plantas C1OE. Además, varios parámetros fisiológicos indican la mayor 

sensibilidad a la deficiencia de Fe de las plantas C1OE (Figura R2.16) y, en 

consonancia, la concentración de Fe interno es menor en las plantas C1OE en todas 

las condiciones de crecimiento (Figura R2.17). De acuerdo con estos datos, la 

expresión del gen de la ferritina FER1, que es la que presenta mayores niveles de 

expresión (Petit et al., 2001), disminuyó conforme aumenta la concentración de Cu 

en el medio (Figura R2.18), lo que concuerda con que se requiera menos, dado su 
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papel en el almacenaje de Fe (Jeong y Guerinot, 2009). Estudios previos relacionan 

a UPB1 con la represión de FER1 (Reyt et al., 2015). Sin embargo, en nuestras 

condiciones experimentales, no se ha encontrado la relación esperada entre la 

expresión del factor UPB1 y la de FER1, ni en la escala de Cu ni en la de Fe (Figura 

R2.24 y R2.25). La expresión de UBP1 en las plantas C1OE aumentó en todas las 

condiciones de la escala de Cu (Figura R2.24). Estos resultados explicarían por qué 

las plantas C1OE presentan raíces más cortas en todas las condiciones de 

crecimiento de Cu, ya que se ha relacionado el aumento de la expresión de UPB1 

con el acortamiento de la raíz (Tsukagoshi et al., 2010). 

La causa del menor contenido endógeno de Fe en las plantas C1OE está 

relacionada con que la alteración de la entrada de Cu+ por la expresión expresión 

ubicua de COPT1, impide la activación de la expresión de la reductasa FRO2 (Figura 

R2.19), encargada de reducir el Fe en las raíces (Robinson et al., 1999), y el 

transportador IRT1 (Figura R2.20), encargado de la incorporación del Fe una vez 

reducido (Jeong y Guerinot, 2009), lo que redunda en que las plantas C1OE tienen 

mermada la capacidad de reducir el Fe+3 a Fe+2 (Figura R2.19) y de incorporarlo. 

Esta inhibición también ocurre cuando hay deficiencia de Fe en el medio (Figura 

R2.19 y R2.20), lo que explicaría por qué las plantas C1OE presentan un menor 

contenido de Fe, ya que son incapaces de activar el mecanismo de adquisición del 

metal.  

Otra de las vías de entrada del metal en Arabidopsis, en condiciones de 

deficiencia de Fe, es mediante la secreción de cumarinas, compuestos de la ruta 

de los flenilpropanoides, que ayudan a asimilar el Fe presente en el suelo, 

sobretodo en condiciones alcalinas (Jeong et al., 2017). Nuevamente, las plantas 

C1OE presentan una capacidad de secretar cumarinas reducida con respecto a las 

plantas silvestres (Figura R2.21 y R2.22), aunque no se han determinado los genes 

responsables de la inhibición (Figura R2.23).  

Además de cumarinas, a partir del metabolismo de los fenilpropanoides 

(feruloil-CoA) se sintetizan exudados con actividad redox y/o moléculas capaces de 

unir Fe en condiciones de deficiencia del metal (Rajniak et al., 2018). En la ruta de 
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síntesis de estos compuestos se necesitan enzimas con Fe, como la 2-OGDO 

codificada por F6´H1, el citocromo P450, codificado por CYP82C4, y ambos se 

encuentran reprimidos (-1,03 y -2,60, respectivamente) en las plantas C1OE en 

presencia de Cu. Dado que ambos codifican ferroproteínas, la represión podría 

reflejar una deficiencia prolongada del metal en las plantas C1OE y esta represión 

afecta a la capacidad de las plantas para adquirir Fe.  

No solo los diferentes mecanismos de incorporación de Fe, sino también el 

transporte, el almacenamiento y la asimilación están inhibidos en las plantas C1OE, 

especialmente en exceso de Cu (Figuras R2.18, R2.19, R2.20 y R2.10). Sin 

embargo, la ruta de síntesis de péptidos de tipo IRONMAN (IMA) (Grillet et al., 

2018; Hirayama et al., 2018) se encuentra inducida en condiciones de exceso de 

Cu en las plantas C1OE como corresponde al bajo contenido de Fe. Efectivamente, 

IMA2/FEP2 con un valor de +3,32 y IMA1/FEP3 con +2,47 se encuentran entre los 

genes más inducidos en plantas C1OE en exceso de Cu. La inducción de estos 

péptidos se ha propuesto que actúe como una señal de la deficiencia de Fe entre 

la parte aérea y las raíces que está destinada a incrementar la toma de Fe en 

plantas con estrategia I (Hirayama et al., 2018). Sin embargo, dicha inducción no 

es suficiente para la activación de la respuesta en las plantas C1OE.  

Dado que las plantas C1OE no son capaces de activar diversos mecanismos de 

incorporación de Fe, el estudio de la expresión de factores de transcripción claves 

conocidos como bHLH (Pires y Dolan, 2010) podría servir para averiguar a qué 

parte de la señalización de la deficiencia de Fe está afectada por el Cu+. En este 

sentido, FIT (bHLH29) interacciona y forma heterodímeros con los bHLH del grupo 

Ib (bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101) para inducir la respuesta a la 

deficiencia de Fe (Wang et al., 2007; Yuan et al., 2008). La expresión de FIT 

aumenta en deficiencia de Fe (Colangelo y Guerinot, 2004; Wang et al., 2007) 

(Figura R2.27). Sin embargo, se podría especular que se necesita un aporte 

adecuado y regulado de Cu para que la expresión de FIT sea óptima, ya que la 

expresión de FIT se reprime tanto en deficiencia como en exceso de Cu y en las 

plantas C1OE (Figura R2.28), y con ella la percepción de la deficiencia de Fe. Sin 
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embargo, la expresión de los factores bHLH del grupo Ib presenta dos patrones 

diferenciados: bHLH38 y bHLH39 se activan conforme aumenta el Cu, mientras que 

bHLH100 y bHLH101 no (Figura R2.28). Este aumento en la expresión de bHLH38 

y bHLH39 no tiene como consecuencia la activación de los genes de incorporación 

de Fe, como son la reductasa FRO2 y el transportador IRT1 (Figura R2.19 y R2.20), 

posiblemente debido a la falta de expresión de FIT (Colangelo y Guerinot, 2004; 

Sivitz et al., 2012).  

Otro componente aguas arriba en la señalización de la respuesta a deficiencia 

de Fe es la E3 ubicuitin ligasa BTS, que se ha relacionado con la disminución de la 

estabilidad del complejo POPEYE-IRL3 en respuesta a bajas concentraciones de Fe 

(Selote et al., 2015). Curiosamente, la expresión de los genes diana del complejo 

POPEYE-IRL3, entre los que se encuentran At-NEET, las ferritinas (FER1/3/4), el 

transportador de la vacuola VTL2 y la nicotianamina sintasa 4 (NAS4) (Tissot et al., 

2019) está reprimida (Tabla R2.7), al contrario de lo que cabría esperar tras el 

aumento observado de la expresión de BTS (Figura R2.26). Estos datos sugieren 

que BTS no estaría haciendo su papel como E3 ubicuitin ligasa de POPEYE-IRL3 y 

quizás debido al aumento de la estabilidad de este complejo, a su vez se reprimiría 

la expresión sus genes diana, como At-NEET (Figura R2.10) (Figura D2.1). Dada la 

variedad de dominios de BTS, como los dominios hemeritrina (HHE), que afectan 

a su función, se ha postulado que BTS actúe como un sensor en el que convergen 

diferentes señales como los niveles de Fe, el daño en los centros Fe-S, los niveles 

de O2 y las condiciones redox celulares (Kobayashi y Nishizawa, 2014; Kobayashi, 

2019; Rodríguez-Celma et al., 2019). La alteración de la entrada de Cu+ a través 

de COPT1 podría afectar a la función de BTS, probablemente mediante la unión o 

bien directamente del Cu+ a los diferentes motivos de BTS, o indirectamente a 

través del estrés oxidativo y/o las alteraciones en los clústeres Fe-S que produce 

el Cu+ se podría alterar la función de este regulador de la respuesta a la deficiencia 

de Fe.  
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Un papel también como sensor de metales y estrés oxidativo se ha atribuido a 

la familia de proteínas NEET, que están implicadas en la homeostasis del Fe, Fe-S 

y ROS. Estas proteínas juegan importantes funciones en la apoptosis y autofagia, 

en las que parece ser clave la especial labilidad del clúster [2Fe-2S] con actividad 

redox que poseen (Karmi et al., 2018). At-NEET reside en cloroplastos y 

mitocondrias y funciona en el desarrollo y en la senescencia de las plantas 

(Nechushtai et al., 2012; Su et al., 2013; Inupakutika et al., 2017). En este sentido, 

la inhibición de la expresión de At-NEET en las plantas C1OE podría participar en la 

Figura D2 1. Esquema representativo del efecto del cobre en la respuesta del 

sensor BTS en plantas C1OE. Diferentes respuestas llevadas a cabo por el sensor BTS en 

función del Cu presente en el medio en las plantas sobreexpresoras del transportador COPT1. 

En deficiencia de Cu, la entrada de Cu a través del transportdor porcaria una serie de ROS 

que se uniria a los dominios Hemeretrina (Hr), dedos de Zn (Zn) o rubredoxina (Rb) y como 

consecuencia haría que BTS no desestabilizaría la unión ILR3-PYE y por tanto estos seguirían 

inactivando la expresión de genes de respuesta a deficiencia de Fe, tanto a la movilización 

(NAS4), almacenaje (FER y TVL2) o asimilación (NEET). En condiciones de suficiencia de Cu, 

el Fe presente se uniria al dominio Hr, produciendo una pequeña desestabilización de ILR3-

PYE y por tanto activando la expresión de sus dianas. Por último, en condiciones de exceso 

de Cu, se producirían una serie de ROS*, diferentes a los de deficiencia, o se afectarían los 

centros Fe-S, produciendo un efecto similar al de deficiencia de Cu, no desestabilizando ILR3-

PYE y por tanto reprimiéndose los genes de respuesta a deficiencia de Fe. 
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falta de respuesta a la deficiencia de Fe, especialmente en condiciones de 

deficiencia de Cu, que es donde se induce la expresión de At-NEET en las plantas 

WT (Figura R2.10). 

Finalmente, se ha demostrado que la expresión de los genes implicados en la 

homeostasis de metales en las células vegetales muestra oscilaciones circadianas, 

que se considera que están encaminadas a optimizar el momento más adecuado 

del día para la entrada de estos elementos, que podrían resultar tóxicos (Andrés-

Colás et al., 2010; Hermans et al., 2010; Chen et al., 2013; Hong et al., 2013; 

Salomé et al., 2013). Las consecuencias de la entrada de Cu+, y el incremento que 

produce en el estrés oxidativo (Rodrigo-Moreno et al., 2013), se minimizarían si los 

transportadores funcionaran en momentos puntuales que no interfieran con otros 

procesos oxidativos (Perea-García et al., 2016). Además, la nutrición mineral forma 

parte de las múltiples ruedas entrelazadas que constituyen la base molecular de 

los ritmos circadianos (Andrés-Colás et al., 2010; Chen et al., 2013; Hong et al., 

2013; Salomé et al., 2013; Peñarrubia et al., 2015). El desajuste sostenido en los 

ciclos de entrada de Cu+ y sus implicaciones sobre el estrés oxidativo, y cómo éste 

afecta a su vez a los sensores de metales y a sus respuestas, puede estar en el 

origen de que las plantas C1OE no puedan responder a la deficiencia de Fe. 
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3. ESTUDIO DE LA SOBREEXPRESIÓN DEL 

TRANSPORTADOR DE COBRE DE ALTA AFINIDAD DE 

ARABIDOPISIS (ATCOPT1) EN Oryza sativa 

3.1. Caracterización de la respuesta nutricional al cobre en Oryza 

sativa. 

Para evaluar cómo cambia el contenido de Cu endógeno en el arroz en relación 

con el Cu exógeno presente en el medio y determinar los rangos de los diferentes 

estados nutricionales, se cultivaron plántulas de 8 días en placas de ½ MS 

suplementadas con concentraciones de CuSO4 entre 0 y 100 M (Figura R3.1-a). 

Observamos una correlación positiva entre la concentración endógena de Cu 

determinada en brotes de plántulas de 8 días de edad y el Cu agregado al medio 

de cultivo. Según el rango de suficiencia de CuSO4 establecido para plantas 

superiores (5-20 μg / g P.S.) (Märschner, 2012), los brotes de plántulas de arroz 

cultivadas en medio sin suplemento de CuSO4 (CuSO4 0 μM) contienen niveles de 

Cu en el límite inferior de suficiencia (5,1 μg / g P.S.), mientras que el exceso de 

Cu se estableció en plantas cultivadas en los medios suplementados con 

concentraciones de CuSO4 10 μM (28,6 μg / g P.S.) y superiores (Figura R3.1-a). 
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A nivel fisiológico, el efecto tóxico del Cu en plántulas de arroz se manifiesta en 

forma de inhibición del crecimiento de la raíz. El exceso de Cu produjo una 

reducción significativa en la longitud de la raíz, con una disminución del 50 % en 

el medio suplementado con CuSO4 50 μM (Figura R3.1b). Una tendencia similar se 

ha observado anteriormente en plantas de Arabidopsis (Andrés-Colás et al., 2013). 

Figura R3.1. Caracterización de plantas de O. sativa cultivadas en medios con 

diferentes concentraciones de cobre. (a) Concentración de Cu endógeno de brotes de 

plántulas WT de 8 días cultivadas en una escala de Cu desde la ligera deficiencia (0 μM 

CuSO4) a severo exceso (100 µM CuSO4). El Cu se determinó por espectrometría de 

absorción atómica. (b) Longitud de la raíz de plantas WT cultivadas en las mismas 

condiciones que en (a). Los valores representados son la media ± SD de n= 3 réplicas. Las 

muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-value > 0,05) test 

de Kruskal-Wallis.  
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Sin embargo, el aporte de Cu no tuvo efecto en el contenido de fitohormonas en 

los brotes, como el ácido abscísico (ABA) y el jasmonato (JA) (Figura R3.2-a-b), 

analizados en un medio de deficiencia de CuSO4 obtenido al agregar un quelante 

Figura R3.2. Concentración de hormonas en plantas de O. sativa. (a) 

Concentración de ABA en botes de plántulas WT de 8 días cultivadas en severa deficiencia 

(BCS 100 µM) o suficiencia (10 µM CuSO4) de Cu. (b) Concentración de JA en brotes de 

plántulas WT de 8 d cultivadas en las mismas condiciones que en (a). (c) Concentración 

de IAA en brotes de plántulas WT de 8 d cultivadas en las mismas condiciones que en (a). 

Los valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en 

común no son significativamente diferentes (p-value >0,05). 
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Cu (deficiencia Cu: 0 μM CuSO4 + 100 μM BCS), o en exceso de CuSO4 (10 μM 

CuSO4). Sin embargo, las concentraciones de auxinas (IAA) en brotes revelaron 

diferencias significativas, con niveles reducidos en exceso de CuSO4 (Figura R3.2-

c). 

Dado que la expresión de los transportadores de Cu de alta afinidad de la 

membrana plasmática se considera un buen marcador de la deficiencia de CuSO4 

en Arabidopsis (Yamasaki et al., 2009; Bernal et al., 2012; Andrés-Colás et al., 

2013), se determinó el nivel de expresión del gen OsCOPT1 (LOC_Os01g56420) 

mediante qPCR en las plántulas de arroz cultivadas en un amplio rango de 

concentraciones de CuSO4 como el anteriormente mencionado. Los niveles de 

expresión de OsCOPT1 fueron altos a 0 μM CuSO4 y disminuyeron drásticamente 

cuando el medio se suplementó con CuSO4 (Figura R3.3-a). Por el contrario, los 

niveles de transcripción de la metalotioneína OsMT1c (LOC_Os12g38010), que se 

considera un marcador de exceso de Cu en Arabidopsis (Andrés-Colás et al., 2013), 

aumentaron en las plántulas cultivadas en los medios que contenían más de 10 μM 

CuSO4 (Figura R3.3-b). 

Esta tendencia coincidió con la variación de la concentración de Cu endógeno 

(Figura 1a) y confirmó que 10 μM de CuSO4 puede considerarse un medio con 

exceso de Cu. Sin embargo, para 0 μM de CuSO4, las plantas experimentaron una 

ligera deficiencia de Cu a nivel molecular al expresar el transportador de Cu de alta 

afinidad OsCOPT1. 
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Figura R3.3. Expresión de genes implicados en la homeostasis metálica a 

diferentes concentraciones de cobre. (a) Expresión relativa de genes inducidos por 

deficiencia de Cu. La expresión de OsCOPT1, OsFER2 y OsFd1 se determinó por qPCR de 

brotes de plántulas de 8 días cultivadas en una escala de Cu que comprende desde 

condiciones control (0 µM CuSO4) hasta exceso de metal (75 µM CuSO4). (b) Expresión relativa 

de genes inducidos en exceso de Cu. Expresión de OsMT1c, OsNAS2 and OsIRO2 en las 

mismas condiciones indicadas en (a). El gen de la actina se usó como control. El nivel de 

mRNA se expresó en unidades relativas (ru). Los valores son relativos al nivel de expresión 

en 0 µM CuSO4 en (a) y frente al nivel de expresión en 75 µM CuSO4 en (b). Los valores 

representados son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no 

son significativamente diferentes (p-value> 0,05). 
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Por lo tanto, hemos establecido los rangos nutricionales de Cu para plántulas 

de arroz en nuestras condiciones experimentales, en función de la concentración 

de metales, parámetros fisiológicos y las respuestas moleculares, que reflejan el 

estado nutricional dependiendo del contenido endógeno del metal. 

 

3.2. Perfil transcriptómico de Oryza e influencia del cobre en la 

homeostasis del hierro. 

Para obtener una mayor comprensión de las respuestas moleculares que 

dependen del estado nutricional de Cu, se utilizaron brotes de plántulas de O. sativa 

de 8 días para realizar un análisis de expresión génica global mediante 

micromatrices de DNA. Se compararon dos condiciones con diferente concentración 

de CuSO4 en el medio de crecimiento, control estándar ½ MS (CuSO4 0 μM) y 

exceso de Cu (CuSO4 75 μM), ya que se ha demostrado que esta concentración 

afecta significativamente a la concentración endógena de metal, a la longitud de la 

raíz y prácticamente elimina la expresión de OsCOPT1 (Figuras R3.1 y R3.2). La 

Tabla R3.1 contiene la lista de los genes expresados diferencialmente, indicando el 

número de veces de cambio (FC de fold change), considerando un mínimo de 2 

veces para la condición de exceso de Cu, representada como log2 (FC) ≥ |1|. La 

cuantificación de la expresión por qPCR de OsCOPT1 y la metalotioneína OsMT1c, 

que se inducen, respectivamente, en la condición control y en exceso de CuSO4, 

sirvieron para validar nuestras condiciones experimentales (Figura R3.3). 

Curiosamente, las expresiones de varios genes implicados en la homeostasis del 

Fe se encuentran alteradas. La expresión de la ferritina (OsFER2) 

(LOC_Os12g01330) y la ferredoxina (OsFd1) (LOC_Os08g01380) están inducidas 

en ligera deficiencia de CuSO4 (medio control), mientras que la nicotianamina 

sintasa (OsNAS2) (LOC_Os03g19420) y el factor de transcripción OsIRO2 

(LOC_Os01g72370) se inducen en exceso de CuSO4 (Tabla R3.1). 
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Tabla R3.1. Genes expresados diferencialmente en exceso de Cu. Comparación de 

expresión de genes en micromatrices de plántulas WT de 8 días de O. sativa cultivadas en 

condiciones de exceso de CuSO4 (CuSO4 75 μM) frente al control (CuSO4 0 μM) (valor p 

<0,05). Se muestran genes que presentasuna diferencia mínima de 2 veces (log2FC ≥ |1|) 

en el nivel de expresión. 
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Para validar el perfil transcriptómico y continuar analizando la respuesta al Cu, 

se realizaron análisis cuantitativos, mediante qPCR, de la expresión de genes en 

las muestras de las plántulas cultivadas dentro del rango de concentraciones de 

CuSO4 (0-75 μM). Los niveles de transcripción de OsFER2 y OsFd1 disminuyeron a 

medida que la concentración de CuSO4 aumentaba en el medio de crecimiento 

(Figura R3.3). Por otro lado, los niveles de expresión de OsIRO2 y su diana OsNAS2 

aumentaron a medida que crecía la concentración de CuSO4 en el medio (Figura 

R3.3). Otras dianas de OsIRO2, tales como OsNAS1 y OsNAAT1 (Ogo et al., 2007), 

así como la metalotioneína OsMT1f también se inducían en exceso de Cu (Tabla 

R3.1). Todos ellos fueron confirmados por qPCR (Figura R3.4). Dado que la 

expresión de OsCOPT5 y OsCOPT7 se induce en deficiencia de CuSO4 (Yuan et al., 

2010), estos genes también se incluyeron como controles en el análisis. Mientras 

OsCOPT7 sí que mostró inducción en ligera deficiencia de CuSO4 (condición 

control), la expresión de OsCOPT5 no se alteró en nuestras condiciones 

experimentales (Figura R3.4). Otros genes relacionados con la homeostasis del Fe, 

como los que codifican la superóxido dismutasa de Fe, OsFSD1.1 y OsFSD1.2, y la 

proteína con dominio Fe-S OsCDGSH1, homologa a At-NEET (que muestran un 

valor Log2 (FC) de -0.615) se encuentran reprimidos en condiciones de exceso de 

CuSO4 (Figura R3.5).  
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Figura R3.4. Expresión génica en plantas WT con diferente aporte de cobre. 

(a) Expresión relativa de los genes OsCOPT5, OsCOPT7, OsATX1 en brotes de plántulas 

WT de 8 días cultivadas en condiciones control (0 µM CuSO4) y exceso de CuSO4 (75 µM 

CuSO4). (b) Expresión relativa de los genes OsNAS1, NAAT1, OsMt1f en brotes de plántulas 

WT de 8 días cultivadas en las mismas condiciones que en (a). Los valores de expresión 

son relativos a las plántulas cultivadas en condiciones control. Los valores representan la 

media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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Figura R3.5. Expresión génica en plantas WT con diferente aporte de cobre. 

(a) Expresión relativa de los genes OsFSD1.1, OsFSD1.2, OsCDGSH de brotes de plántulas 

WT de 8 días cultivadas en una escala de CuSO4 desde condiciones control (0 µM CuSO4) 

hasta exceso (75 µM CuSO4). (b) Expresión relativa de los genes OsHRZ1 and OsHRZ2 de 

plántulas de WT de 8 días cultivadas en las mismas condiciones que en (a). Los valores de 

expresión son relativos a las plántulas cultivadas en condiciones de deficiencia. Los valores 

representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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Tomados en conjunto, tanto el análisis de expresión global, como los patrones 

cuantitativos de expresión de RT-PCR, indican que el estado nutricional del Cu en 

arroz influye en la homeostasis del Fe al alterar la expresión de varios genes 

relacionados con la misma. 

 

3.3. Análisis de la influencia de la expresión ectópica de AtCOPT1 

en la homeostasis del hierro. 

Los estudios de expresión global en brotes de plántulas de arroz sugirieron que 

el Cu tiene un impacto en la homeostasis del Fe (Tabla R3.1). Para estudiar más a 

fondo la relación entre el Cu y el Fe, se generaron dos líneas transgénicas 

independientes de O. sativa que sobreexpresan ectópicamente la proteína de 

transporte de Arabidopsis AtCOPT1, fusionada al extremo carboxi terminal con el 

epítopo de la hemaglutinina (HA) del virus la gripe humana bajo el control del 

promotor del RNA 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S) y el terminador 

del gen de la nopalina sintasa (NOS). Estas plantas transgénicas 

CaMV35S::AtCOPT1-HA::NOS se denominaron AtCOPT1OE-1 (C1OE-1) y AtCOPT1OE-

2 (C1OE-2). Para verificar que las líneas transgénicas obtenidas expresan la 

construcción CaMV35S::AtCOPT1-HA::NOS, se analizaron las plantas resistentes a 

la kanamicina mediante diferentes técnicas. En primer lugar, el cDNA obtenido de 

las plántulas de 8 días de WT, C1OE-1 y C1OE-2 se analizaron mediante sqRT-PCR 

(Figura R3.6). El gen AtCOPT1 se detectó únicamente en las líneas transgénicas. 

La adición del epítopo HA permitió detectar la proteína AtCOPT1 mediante Western-

blot revelado con anticuerpos específicos para dicho epítopo (Figura R3.6-b).  
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Aunque se procesó una cantidad similar de proteína total en las tres muestras 

(panel inferior en la Figura R3.6-b), el epítopo HA se detectó sólo en las plántulas 

C1OE (panel superior en la Figura R3.6-b). Estos resultados corroboran que las dos 

líneas transgénicas (C1OE-1 y C1OE-2) expresan el gen AtCOPT1, y que se traduce 

a proteína. 

Para caracterizar las consecuencias de la sobreexpresión de AtCOPT1 en arroz, 

las plántulas C1OE-1 y C1OE-2 se cultivaron durante 8 días en medios con 

concentraciones crecientes de CuSO4, y luego se midieron las longitudes de los 

brotes y las raíces (Figura R3.7). Tanto en plantas WT como transgénicas, las 

longitudes de los brotes y raíces disminuyeron cuando se añadieron 50 μM o 

concentraciones de Cu más altas al medio (Figura R3.7). Es importante destacar 

que el acortamiento de brotes y raíces fue más pronunciado en las líneas 

transgénicas. Específicamente, la línea transgénica C1OE-1 mostró una disminución 

significativa en la longitud del tallo en comparación con las plántulas WT, mientras 

(a)

(b) WT C1
OE

-1 C1
OE

-2

Anti-HA

PONCEAU

WT C1
OE

-1 C1
OE

-2

AtCOPT

18S

Figura R3.6. Expresión de AtCOPT1 en plantas transgénicas de O. sativa. (a) 

Expresión génica de AtCOPT1 se determinó por sqPCR de plántulas WT, C1OE-1 y C1OE-2 

de 8 días.  El gen 18S se usó como control de carga. (b) El análisis de Western-Blot se 

utilizó para detectar el epítopo HA en plántulas WT, C1OE-1 and C1OE-2 cultivadas en las 

mismas condiciones que en (a). El anticuerpo primario (anti-HA) se encuentra conjugado 

con peroxidasa. La tinción de proteínas con el colorante rojo de Ponceau se utilizó como 

control de carga.  
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que la C1OE-2 no mostró diferencias significativas, probablemente debido a una 

mayor variabilidad (Figura R3.7-a). Con respecto a la longitud de la raíz, se produjo 

una reducción del 27 % y el 19 % del crecimiento de la raíz en las plántulas WT a 

50 y 75 μM Cu SO4, respectivamente, mientras que la inhibición de crecimiento de 

la raíz fue significativamente mayor (29-52 %) en ambas líneas C1OE-1 y C1OE-2 
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Figura R3.7. Longitud del brote y la raíz de O. sativa en plántulas WT y C1OE. 

(a) Longitud relativa de los brotes de las líneas WT, C1OE-1 y C1OE-2 de 8 días cultivadas 

en una escala de Cu desde ligera deficiencia (0 µM CuSO4) a exceso (75 µM CuSO4). (b) 

Longitud relativa de las raíces medida en las mismas condiciones que en (a). La relación 

se calculó y se normalizó para cada genotipo frente a la condición de suficiencia (1 µM 

CuSO4). Los valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una 

letra en común no son significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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(Figura R3.7-b). Estos resultados indican que las plantas de arroz C1OE son más 

sensibles que las WT al Cu presente en el medio de cultivo.  

Para comprobar si las plantas transgénicas mostraban alteración en la 

acumulación de Cu y de Fe, los niveles endógenos de ambos metales se 

determinaron en raíces y brotes mediante ICP-MS (Figura R3.8). En las condiciones 

de Cu ensayadas (0 y 75 μM de CuSO4), no se observaron diferencias significativas 

en los niveles de Cu endógeno en los brotes de las plantas transgénicas en 

comparación con WT. Con respecto al contenido de Fe, en condiciones control (sin 

CuSO4 añadido), las raíces C1OE-1 y C1OE-2 acumularon 60-36 % menos de Fe que 

Figura R3.8. Concentración de metales en plantas de O. sativa C1OE cultivadas 

en medios con diferente contenido de Cu. (a) Concentración de Cu en brotes y raíz en 

plántulas de 8 días de las líneas WT, C1OE-1 y C1OE-2 cultivadas en condiciones de deficiencia 

(0 µM CuSO4) o exceso (75 µM CuSO4) de Cu. (b) Concentración de Fe en brotes y raíces de 

plántulas de WT, C1OE-1 y C1OE-2 cultivadas en las mismas condiciones que en (a). Los 

valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común 

no son significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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las líneas WT, respectivamente (Figura R3.8-b). Estos datos indican que la 

expresión de AtCOPT1 en el arroz disminuye significativamente la acumulación de 

Fe en la raíz.  
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Figura R3.9. Expresión relativa de los genes OsCOPT1, OsCOPT7, OsMT1c, OsFd1, 

OsFER2, OsHRZ1, OsHRZ2 y OsIRO2 en plantas de arroz WT y las sobreexpresoras C1OE. 

Expresión relativa de los genes analizada por qPCR de brotes de plántulas WT y C1OE 

cultivadas en condiciones control (0 μM CuSO4) y exceso de CuSO4 (75 μM CuSO4). La 

expresión del gen de la actina se usó como control. El nivel de mRNA se expresa en unidades 

relativas (ru). Los valores son relativos a las plántulas WT cultivadas en deficiencia. Los 

valores son la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value >0,05). 
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La expresión de los genes de la homeostasis del Cu y del Fe se analizó mediante 

qPCR en las plantas transgénicas C1OE. Seleccionamos como genes representativos 

OsCOPT1 y OsMT1c, que estaban regulados positivamente por la deficiencia de Cu 

y el exceso de Cu, respectivamente (Figura R3.3). La expresión endógena de 

OsCOPT1 fue menor en las dos líneas transgénicas C1OE a 0 μM de CuSO4 (Figura 

R3.9). Este resultado sugiere que, a pesar de que no se observaron cambios 

globales en los niveles de Cu de la planta por ICP-MS (Figura R3.8), las plantas 

transgénicas podrían detectar un aumento en la concentración de Cu en el 

compartimento nucleo-citosólico. Por debajo de 75 μM CuSO4, la expresión de 

OsMT1c fue mayor en las dos líneas transgénicas C1OE que en las plántulas WT 

(Figura R3.9), lo que también indica que las plantas C1OE están detectando niveles 

más altos de Cu. En conjunto, estos datos muestran que las líneas C1OE presentan 

cambios en la expresión génica compatibles con la percepción de niveles 

incrementados de Cu intracelular y que la expresión de genes marcadores 

específicos es más sensible que el contenido total de metales para evaluar el estado 

nutricional de Cu en el espacio celular nucleo-citosólico. 

A continuación, analizamos la expresión de genes relacionados con la 

homeostasis del Fe. Mientras que la expresión de OsFER2 no mostró cambios, la 

expresión de OsHRZ1, OsHRZ2, OsIRO2 y OsFd1 fue mayor en las líneas 

transgénicas, al menos en CuSO4 75 μM (Figura R3.9). Dado el papel negativo 

postulado para los posibles sensores OsHRZ1 y OsHRZ2 en la adquisición de Fe 

(Kobayashi et al., 2013), estos resultados apuntan a una alteración de la 

homeostasis del Fe cuando la captación de Cu aumenta en las líneas C1OE. Sin 

embargo, la expresión de los supuestos sensores de Fe OsHRZ1 y OsHRZ2 en 

plantas WT fue similar en los diferentes niveles de suministro de Cu, con una 

disminución para OsHRZ2 a 75 μM CuSO4 (Figura R3.5). 

En Arabidopsis, la sustitución de la superóxido dismutasa de Cu-Zn (SOD-

Cu/Zn) por su equivalente de Fe es una característica específica de la respuesta de 

deficiencia de Cu (Abdel-Ghany et al., 2005a; Waters et al., 2012). Dado que la 
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sustitución de SOD implicaría un aumento de la demanda de Fe en deficiencia de 

Cu, verificamos si también se producía en Oryza sativa (Figura R3.10).  

 

Los diferentes genes que codificaban SOD dependientes de Cu (OsCSD1.1, 

OsCSD1.2 y OsCSD2) mostraron mayor expresión en la deficiencia de CuSO4 que, 

Figura R3.10. Expresión de los genes SOD en plantas de arroz WT y 

sobreexpresoras At-C1OE. La expresión relativa de los genes OsCSD1.1, OsCSD1.2, 

OsCSD2 (codifican Cu, Zn SODs), OsFSD1.1 y OsFSD1.2 (codifican Fe SODs) de los brotes 

de plántulas WT y C1OE de 8 días cultivadas en condiciones control (0 μM CuSO4) y exceso 

(75 μM CuSO4). Los valores son relativos a las plántulas WT control. Los valores son la 

media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value >0,05). 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

m
R

N
A

(r
u

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

750

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

WT 

C1
OE

-1

C1
OE

-2

OsFSD1.1

OsFSD1.2

OsCSD1.1

OsCSD1.2

0

2

4

6

8
OsCSD2

[Cu]M

a

bd

bb

ad

a

a

a

b

a

b b

a

a a

a

a

a

b bb

b
bc c

a

a
a

b b b

750 [Cu]M



   Resultados Capítulo 3 

193 
 

en las condiciones de exceso de CuSO4, en lugar de ser reprimidas por deficiencia 

CuSO4 como se describe para los homólogos de Arabidopsis (Abdel-Ghany y Pilon, 

2008; Waters et al., 2012). La expresión de SOD dependientes de Fe (OsFSD1.1 y 

OsFSD1.2) también fue mayor en deficiencia de CuSO4 que en exceso, lo que indica 

una mayor producción de radicales superóxido en deficiencia de CuSO4. Sin 

embargo, no se detectaron diferencias significativas en la expresión de genes SOD 

entre las líneas transgénicas WT y C1OE (Figura R3.10), lo que sugiere que la 

sustitución de SOD no está implicada en los fenotipos observados. 

 

3.4. Fenotipo de las líneas transgénicas sobreexpresoras AtCOPT1 

en diferentes condiciones de cobre y hierro en el medio. 

Para investigar más a fondo la posible interacción entre el Cu y el Fe, 

analizamos varios parámetros de las plántulas WT y C1OE cultivadas en presencia 

de diferentes concentraciones de CuSO4 y FeSO4 (Figura R3.11). La linea WT y las 

dos líneas C1OE mostraron una longitud de raíz similar cuando se cultivaron en 

placas en el medio control (+ Cu + Fe). Sin embargo, las líneas transgénicas C1OE 

fueron más sensibles a la deficiencia sólo de CuSO4 (-Cu+Fe, 35 %-42 % de 

reducción de la longitud de la raíz), y especialmente a la falta de FeSO4 (+Cu-Fe, 

reducción del 75 % -69 %) y a la doble deficiencia (-Cu-Fe: 71 % -76 % de 

reducción) (Figura R3.11).  
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Figura R3.11. Caracterización de plantas C1OE de O. sativa cultivadas en 

medio con diferente contenido de cobre y hierro. (a) Fotografías representativas de 

plántulas WT, C1OE -1 y C1OE -2 cultivadas con diferentes medios: suficiencia de CuSO4 y 

FeSO4 (+Cu+Fe), deficiencia de CuSO4 (-Cu+Fe), deficiencia de FeSO4 (+Cu-Fe), deficiencia 

de CuSO4 y FeSO4 (-Cu-Fe). (b) Longitud fe la raíz de plántulas WT, C1OE -1 y C1OE -2 de 8 

días cultivadas en las mismas condiciones que en (a). Los valores representan la media ± 

SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son significativamente 

diferentes (p-value>0,05). 
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Con el fin de verificar si había diferencias entre las líneas de arroz WT y C1OE 

se cultivaron en condiciones normales de invernadero y se analizaron diferentes 

parámetros agronómicos (Figura R3.12). Las alturas de las plantas permanecieron 

mayormente inalteradas, excepto por una ligera disminución (alrededor del 15 %) 

en la línea C1OE-2 (Figuras R3.12-a y b).  

Figura R3.12. Caracterización de plantas C1OE de O. sativa cultivadas en 

invernadero. (a) Fotografías representativas de plantas y panículas de plantas WT, C1OE -

1 y C1OE -2 de 5 meses. (b) Altura de las plantas y contenido de clorofila de las hojas por 

gramo de peso fresco de plantas de arroz WT y C1OE. (c) Panículas por planta y granos por 

panícula de plantas WT and C1OE. Los valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. 

Las muestras con una letra en común no son significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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La concentración de metales se determinó tanto en hojas jóvenes como viejas 

de plantas de 4 y 5 meses. Mientras que los metales se mantuvieron apenas sin 

cambios en las hojas viejas de las plantas de 5 meses de edad, las concentraciones 

de Cu y Fe aumentaron en las hojas jóvenes de las líneas de arroz C1OE (Figura 

R3.13). La concentración de clorofila y la producción de panículas por planta no se 

vieron afectadas en las líneas de C1OE en estas condiciones de crecimiento (Figuras 

Figura R3.13. Concentración de metales de plantas de arroz WT y 

sobreexpresoras C1OE cultivadas en suelo. (a) Concentración de Cu en hojas jóvenes 

y viejas de plantas WT y C1OE de 4 y 5 meses cultivadas en suelo. (b) Concentración de 

Fe en plantas WT y C1OE cultivadas en las mismas condiciones que en (a). Los valores 

representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en común no son 

significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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R3.12-b y c). Sin embargo, el número de granos por panícula sí se redujo 

ligeramente en las líneas C1OE (Figura R3.12-c).  

 

 

La localización de Fe detectada por el método de tinción de Perl (Stacey et al., 

2008) indicó que Fe estaba presente en las líneas WT y C1OE (Figura R3.14).  

 

 

 

 

 

 

 

0.5 cm

0.5 cm

WT C1OE-1 C1OE-2

Figura R3.14. Tinción de Perl de granos de arroz sin pulir de plantas WT y 

C1OE. Las semillas fueron germinadas durante 3 días en ½MS y fotografiadas después de 

la tinción de Perl. 
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Sin embargo, el contenido de Cu y Fe en el grano de arroz sin pulir de ambas 

líneas C1OE fue mayor que en los controles (Figura R3.15-a). Mientras que el 

contenido de Cu disminuyó ligeramente en los granos pulidos de las líneas C1OE en 

comparación con los controles, el contenido de Fe fue aún más alto que en el WT 

(Figura R3.15-b). En conjunto, la expresión ectópica de AtCOPT1 en el arroz 

conduce a una alteración de la homeostasis del Fe con un mayor contenido de Fe 

en los órganos sumidero, como las hojas jóvenes y los granos de arroz sin pulir. 

 

 

 

 

Figura R3.15. Contenido de metales en plantas C1OE de O. sativa cultivadas 

en invernadero. a) Contenido de Cu y Fe de granos de arroz sin pulir de plantas WT and 

C1OE. b) Contenido de CuSO4 y FeSO4 de granos de arroz pulidos de plantas WT and C1OE. 

Los valores representan la media ± SD de n=3 réplicas. Las muestras con una letra en 

común no son significativamente diferentes (p-value>0,05). 
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En este capítulo evaluamos las características fisiológicas y los efectos 

moleculares causados por el Cu en las plantas de O. sativa al agregar Cu a los 

medios de cultivo y también cuando las plantas sobreexpresan el transportador de 

Cu de alta afinidad COPT1 de A. thaliana. En lugar de la cuantificación de metales, 

el estudio de la expresión de los marcadores moleculares de la homeostasis del Cu 

resultó ser un indicador más fiable del contenido metálico a nivel simplástico. Las 

determinaciones de metales en las células vegetales son incapaces de discriminar 

el reparto metálico entre los compartimentos intracelulares (simplasma) y 

apoplástico, ya que los metales están fuertemente unidos a las paredes celulares 

(Ye et al., 2015). En A. thaliana, la expresión de los genes de los transportadores 

COPT de la membrana plasmática (AtCOPT1, AtCOPT2 y AtCOPT6) se ha 

demostrado que sirve como marcador de las condiciones de deficiencia de Cu 

(Sancenón et al., 2003; Andrés-Colás et al., 2010; Garcia-Molina et al., 2013). El 

hecho de que la expresión de OsCOPT1 esté finamente regulada, de acuerdo con 

la concentración de Cu en el medio, sugiere que este transportador es también un 

excelente marcador del estado de Cu celular endógeno en brotes de plántulas de 

arroz (Figura R3.3). Así, al considerar el patrón de la expresión OsCOPT1, se 

establecieron tres condiciones diferentes de nivel de Cu en los medios de cultivo 

en O. sativa. La deficiencia de Cu se alcanzó en el medio sin suplemento de Cu (0 

μM CuSO4), dónde la expresión del transportador OsCOPT1 está marcadamente 

inducida, y la expresión aumentada de OsCOPT7, OsATX1, OsFSD1.1 y OsFSD1.2 

también corrobora las condiciones de deficiencia intracelulares (Figuras R3.4 y 

R3.5). La suficiencia de Cu corresponde a las condiciones entre 1 μM y 10 μM de 

CuSO4 en los medios, donde OsCOPT1 mostró una expresión basal. El exceso de 

Cu en el arroz se observó a 50 μM de CuSO4 y a concentraciones más altas de Cu 

(75 μM CuSO4), cuando la expresión de OsCOPT1 apenas se detectó (Figura. R3.3). 

Para el exceso de Cu, los datos del arroz difieren de los obtenidos en Arabidopsis, 

donde el exceso de metal se observa a partir de 10 μM CuSO4 (Andrés-Colás et al., 

2013). 

Para realizar un estudio global de cambios de expresión génica en arroz, se 

seleccionó como la condición de exceso 75 μM de CuSO4 y se comparó con la 
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condición estándar control (0 μM CuSO4). La inducción de la OsMT1c, en las 

condiciones de 50 μM y 75 μM de CuSO4 en el medio, confirmó que éstas 

representaban el exceso de metal (Figura R3.3). La expresión de otro gen que 

codifica MTs, OsMT1f, también se indujo en exceso de Cu (Tabla R3.1 y Figura 

R3.4), lo que es indicativo de que son buenos candidatos como marcadores 

moleculares de exceso de Cu en arroz. La inducción de metalotioneínas tipo 1 por 

el exceso de Cu responde a un proceso de protección que afecta a la eliminación 

de ROS (Hassinen et al., 2011). La expresión de los genes relacionados con 

complejos metal-NA, como OsNAS1, OsNAS2 y OsNAAT1 también aumentaron 

(Figura R3.3, R3.5) y podrían ser utilizados como marcadores moleculares de 

exceso de Cu en el arroz.  

Para examinar el efecto que tiene la alteración de la incorporación de Cu, se 

sobreexpresó el transportador AtCOPT1 en las plantas de O. sativa. AtCOPT1 

comparte un 51 % de identidad de secuencia y un 66 % de similitud de secuencia 

con OsCOPT1 (Yuan et al., 2010). Por otra parte, AtCOPT1 es capaz de 

complementar el fenotipo de las cepas de S. cerevisiae deficientes en el transporte 

de Cu (Puig y Thiele, 2002; Sancenón et al., 2003). Confirmamos que las líneas de 

arroz C1OE obtenidas, expresan el gen heterólogo y producen la proteína codificada 

(Figura R3.6). A nivel fenotípico, y en condiciones de exceso de Cu, el acortamiento 

de la longitud de la raíz fue más marcado en las plantas C1OE que en las WT (Figura 

R3.7). Estos resultados son consistentes con los descritos en Arabidopsis (Andrés-

Colás et al., 2010), y están de acuerdo con estudios previos en los que se encontró 

que el exceso de Cu causaba una reducción en el peso de las plantas de arroz 

(Mostofa et al., 2014). Esto podría deberse a la incorporación de Cu en las plantas 

como Cu+, que resulta perjudicial ya que produce ROS (Rodrigo-Moreno et al., 

2013). La reducida expresión del gen endógeno OsCOPT1 en las líneas 

transgénicas en las condiciones control indicó que en las líneas de C1OE se percibían 

niveles de Cu endógenos más altos, como resultado de la actividad de AtCOPT1 

(Figura R3.8). Asimismo, la alta expresión de la metalotioneína OsMT1c bajo 

exceso de Cu (Figura R3.9) indica una mayor percepción del contenido de Cu en 

las líneas C1OE. 
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Hay evidencias de la relación entre Cu y Fe en otros organismos, como la 

levadura o las algas, donde el Cu es necesario para la incorporación y distribución 

de Fe (Puig et al., 2007; Gulec y Collins, 2014). En Arabidopsis, el Cu y las 

deficiencias de Fe inducen la expresión del transportador de Cu de alta afinidad 

COPT2, y los mutantes copt2 son más tolerantes que las plantas WT a la condición 

de doble deficiencia de Cu y Fe (Colangelo y Guerinot, 2004; Perea-García et al., 

2013). De acuerdo con estos datos, la sobreexpresión de AtCOPT1 en arroz produjo 

mayor sensibilidad a la doble deficiencia de Cu y Fe (Figura R3.11). La deficiencia 

severa de Cu conduce a un aumento de la síntesis de auxinas en el arroz (Figura 

R3.2), como también se ha descrito que ocurre en deficiencia de Fe en Arabidopsis, 

que resulta en un aumento de la expresión de los genes de biosínteis de auxinas 

(Cheng et al., 2007). Aunque el papel de IAA en la relación entre Cu y la 

homeostasis de Fe merece una mayor caracterización (Peñarrubia et al., 2015), 

nuestros resultados prevén que las plantas sometidas a múltiples deficiencias 

nutricionales también presenten una mayor cantidad de auxinas. 

La interferencia entre la homeostasis del Cu y del Fe en condiciones de exceso 

de Cu podría ser al menos parcialmente explicada por el aumento de la expresión 

del regulador de la transcripción OsIRO2 (homólogo de los factores bHLH del 

subgrupo Ib de Arabidopsis), que podría justificar la expresión de las dianas de la 

estrategia II de captación de Fe, relacionadas con la biosíntesis de DMA como 

OsNAS1, OsNAS2 y OsNAAT1 (Tabla R3.1; Figura R3.3 yR3.4) (Ogo et al., 2007). 

La expresión de OsIRO2 está sujeta al control de OsIDEF1 (específico de plantas 

gramíneas), que se ha postulado que actúa como sensor de Fe. Usando la proteína 

recombinante OsIDEF1 en experimentos in vitro, Kobayashi et al. (2012) 

demostraron que el Fe+2 y otros metales divalentes, incluyendo Cu+2, se unen a 

OsIDEF1 a través de las repeticiones de histidina-asparagina y regiones ricas en 

prolina. Basándonos en su capacidad de unir metales en proporción a su 

abundancia relativa en las células, se podría proponer que el Cu+2 competiría con 

el Fe+2 por los dominios de unión de metales de OsIDEF1 y ejercer así el efecto 

observado. De acuerdo con esto, se ha propuesto que OsIDEF1 es capaz de percibir 

el balance nutricional de los diferentes metales en el medio, detectando la relación 
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de Fe frente a otros metales, en lugar de percibir la concentración absoluta de Fe 

(Kobayashi et al., 2012). Así, el exceso de Cu podría afectar al menos a algunas de 

las respuestas de deficiencia de Fe, tales como las que conducen al aumento de la 

expresión de OsIRO2 y a sus dianas aguas abajo.  

Los supuestos sensores del estado redox y de Fe, OsHRZ1 y OsHRZ2 

(homólogos a BTS en Arabidopsis) actúan como reguladores negativos de la 

homeostasis del Fe (Kobayashi et al., 2013). La expresión de OsHRZ1 y de OsHRZ2 

Figura D3. 1. Esquema representativo del efecto del cobre en la respuesta 

del sensor HRZ en plantas At-C1OE. Diferentes respuestas llevadas a cabo por el sensor 

HRZ en función del Cu presente en el medio en las plantas sobreexpresoras del 

transportador At-COPT1. En deficiencia de Cu, la entrada de Cu a través del transportdor 

porcaria una serie de ROS que se uniria a los dominios Hemeretrina (Hr), dedos de Zn 

(Zn) o rubredoxina (Rb) y como consecuencia haría que HRZ no desestabilizaría la unión 

PIR-IRO3 y por tanto estos seguirían inactivando la expresión de genes de respuesta a 

deficiencia de Fe. En condiciones de suficiencia de Cu, el Fe presente se uniria al dominio 

Hr, produciendo una pequeña desestabilización de PIR-IRO3·y por tanto activando la 

expresión de sus dianas. Por último, en condiciones de exceso de Cu, se producirían una 

serie de ROS*, diferentes a los de deficiencia, o se afectarían los centros Fe-S, 

produciendo un efecto similar al de deficiencia de Cu, no desestabilizando PIR-IOR3 y por 

tanto reprimiéndose los genes de respuesta a deficiencia de Fe. 
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podría verse afectada por los efectos de la absorción de Cu+, ya que aumentó en 

las plantas C1OE (Figura R3.9), pero en exceso de Cu en el medio, al igual que 

ocurre en Arabidopsis (Figura. R3.4, R2.24, D3.1). El desajuste en la entrada de 

Cu+ y el subsecuente estrés oxidativo podrían afectar a estos sensores BTS/HRZ 

como se ha explicado en la discusión del capítulo 2. 

Las concentraciones de Cu y de Fe en los diferentes órganos de la planta son 

probablemente el resultado de múltiples procesos en los que ambos metales se 

enfrentan a interacciones diversas y complejas en su camino desde la fuente hacia 

los órganos del sumidero, incluyendo las semillas. El NA funciona como quelante 

en el transporte de metales en la vía del floema para la translocación del Fe hacia 

los órganos sumidero (Tsukamoto et al., 2009). Como los complejos Cu+2-NA son 

muy estables (von Wirén et al., 1999), el aumento de la expresión de OsNAS1, 

OsNAS2 y OsNAAT1 en exceso de Cu (Figuras R3.3 y R3.4) podría reflejar no solo 

el aumento del contenido de Cu, sino también podría afectar a la movilización de 

Fe y a su acumulación en los órganos sumidero. Dado que el contenido de Fe 

aumentó en las hojas jóvenes de las plantas adultas sobreexpresoras de AtCOPT1 

(Figura R3.13) y basándonos en la menor concentración de Fe en las raíces en 

deficiencia de Cu (Figura R3.8), se podría proponer que la señalización de 

deficiencia de Fe podría resultar en un aumento de la movilización de Fe a los 

órganos sumidero. Curiosamente, los contenidos de Fe en granos pulidos y sin pulir 

de las plantas C1OE de arroz aumentaron un 60 y un 30 %, respectivamente (Figura. 

R3.15). Además, las plantas C1OE eran similares a las WT en términos de 

rendimiento agronómico cuando se cultivaron en las condiciones habituales de 

invernadero (Figura R.12). Sin embargo, los 8 μg de Fe / g DW aproximados 

obtenidos mediante este enfoque (Figura R3.15) son menores que los contenidos 

obtenidos por otras estrategias biotecnológicas que van desde 10 a 19 μg de Fe / 

g DW (Johnson et al., 2011; Oliva et al., 2014; Boonyaves et al., 2016; Trijatmiko 

et al., 2016). Tomados en conjunto, estos resultados indican que tanto la 

deficiencia de Cu como el exceso de Cu pueden interferir con la percepción de Fe 

y su movilización en el arroz. La comprensión de estas interacciones podría ser útil 
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para diseñar enfoques biotecnológicos encaminados a mejorar el contenido 

nutricional de Fe de las partes comestibles de los cultivos. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo ponen en evidencia que las 

homeostasis del Cu y del Fe se encuentran estrechamente relacionadas en 

diferentes organismos, ya que la alteración de la entrada del Cu afecta a la 

expresión de genes de la homeostasis del Fe, produciendo cambios que modifican 

el contenido celular interno del metal. Si comparamos las consecuencias de la 

alteración de la entrada de Cu en la levadura S. cerevisiae CTR1Δ300 (Capítulo 1) 

con las observadas en la planta A. thaliana C1OE (Capítulo 2), en relación con los 

respectivos silvestres, podemos extraer las similitudes y diferencias entre ambos 

sistemas (Tabla DG.1). 

Tabla DG.1. Comparación de los cambios observados por la sobreexpresión del 

transportador de Cu de alta afinidad tipo Ctr entre S. cerevisiae y A. thaliana.  

indica que hay un aumento en CTR1Δ300/C1OE respecto a los WT,  indica que hay una 

disminución en CTR1Δ300/C1OE respecto a los WT. 

Parámetro S. cerevisiae CTR1Δ300 A. thaliana C1OE 

Contenido Cu   

Contenido Fe   

Expresión Cth2  en +Cu  en +Cu 

Dianas de Cth2 Represor Activador (?) 

Expresión 
Centros Fe-S 

  

Consumo O2  en +Cu  en +Cu 

 

Las similitudes entre los cambios observados ponen en evidencia que en ambos 

organismos la desregulación del transportador de alta afinidad de Cu tipo Ctr 

provoca que el contenido de Cu interno sea mayor. Esta entrada induce cambios 

de expresión de genes relacionados con la homeostasis del Fe, como son los genes 

que codifican proteínas con centros Fe-S. Por consiguiente, dicha alteración de la 

expresión inhibe el consumo de O2, posiblemente debido a que la cadena de 

transporte de electrones de las mitocondrias no funciona adecuadamente.  
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Sin embargo, aunque la expresión del factor de respuesta a deficiencia de Fe, 

Cth2, aumenta en ambos casos cuando hay exceso de Cu en el medio, la regulación 

de sus dianas es diferente. Mientras que en levadura la acción de Cth2 media la 

degradación de sus dianas (Puig et al., 2005), los datos preliminares en Arabidopsis 

indican que la función sería como activador de la expresión de sus posibles dianas 

(Figura R2.5). En ambos casos, los resultados sugieren que la alteración de los 

genes de la homeostasis del Fe y con centros Fe-S no depende directamente de 

Cth2 (Figura R1.12, R2.9 y R2.10). Además, los datos del contenido de Fe, ponen 

de manifiesto que la regulación de la homeostasis del Fe en ambos sistemas es 

aparentemente opuesta. En levadura, la alteración en la entrada de Cu+ provoca 

un aumento del contenido de Fe endógeno, mientras que en Arabidopsis se altera 

la expresión de genes clave de la homeostasis que finalmente conducen a una 

disminución del contenido de Fe. 

Por otro lado, la comparación de los resultados obtenidos tras la alteración en 

la entrada de Cu+ entre las plantas A. thaliana y O. sativa, demuestra que en ambas 

el contenido en Cu aumenta al sobreexpresar C1OE. Sin embargo, el contenido de 

Fe en Arabidopsis es menor en todas las condiciones de crecimiento, mientras que 

en Oryza sólo se altera en las raíces, en condiciones de exceso de Cu en el medio 

de crecimiento (Tabla DG.2). Ambas plantas presentan una disminución en la 

longitud de las raíces en medios con exceso de Cu. 

Tabla DG.2. Comparación de las características observadas en las plantas de 

A. thaliana y O. sativa al sobreexpresar el transportador de Cu COPT1.  

Parámetros A. thaliana C1OE O. sativa At-C1OE 

Contenido Cu   parte aérea 

Contenido Fe  raíz 

Longitud de la raíz  en +Cu  en +Cu 

 

En cuanto al análisis de la expresión de los genes de respuesta a deficiencia de 

Fe, cabe destacar que los factores considerados activadores de la respuesta a 
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deficiencia de Fe (bHLH Ib/ IRO2) se activan por el exceso de Cu presente en el 

medio en las plantas silvestres (Tablas DG.3). Las dianas de dichos factores 

también aumentan su expresión por exceso de Cu, excepto el transportador IRT1 

en Arabidopsis. 

Tabla DG. 3. Comparación de la expresión de los genes reguladores de 

respuesta a deficiencia de hierro y sus dianas en las plantas de A. thaliana y O. 

sativa en respuesta a los niveles de Cu del medio. Con flechas se indica la tendencia 

de la condición de exceso, respecto a la deficiencia de Cu.  indica aumento,  indica 

disminución, ═ indica que la expresión no muestra diferencias en los diferentes medios.  

-Cu                    +Cu 

A. thaliana O. sativa 

Regulador Dianas Regulador Dianas 

FIT ═ IRT1   NAS1  

bHLH Ib  FRO2  IRO2 NAS2  

   NAAT1  

BTS  At-NEET  HRZ1  OsCDSGH  

  HRZ2  FER  

   Fd  

La expresión de los sensores de deficiencia de Fe de tipo E3 ligasas con 

dominios hemeritrina, BTS/HRZ1, aumenta también (Figura R2.25 y R3.5). 

BTS/HRZ1 regulan de forma negativa, mediante ubicuitinación y la correspondiente 

degradación, a factores de transcripción que, a su vez, tienen como dianas a los 

genes de la homeostasis del Fe (Kobayashi et al., 2019). En este sentido, el 

aumento de la expresión de los sensores, en todo caso, debería producir una 

disminución de la expresión de los genes aguas abajo. Sin embargo, se observa el 

efecto contrario y, por lo tanto, para explicar el resultado obtenido cabe sugerir 

que la entrada de Cu altera la percepción del contenido de Fe, probablemente a 

través de la modificación de la función de las proteínas sensoras BTS/HRZ1, 

impidiendo la correcta respuesta a la deficiencia de Fe.  
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Cuando se altera la entrada de Cu sobreexpresando constitutivamente el 

transportador de alta afinidad COPT1 en Arabidopsis, además de incrementar la 

entrada de Cu+, se desregula la adecuación espacio-temporal en la entrada del 

metal (Andrés-Colás et al., 2010). Al estudiar la expresión de los mismos genes 

anteriores en estas plantas, se observa el mismo efecto en las dianas de la 

homeostasis del Fe, disminuyendo la expresión de At-NEET, mientras que en arroz 

estas dianas aumentan la expresión, al contrario de lo que pasaba en las plantas 

silvestres. Estos datos indican, que la entrada de Cu no es el único factor que afecta 

a la expresión de los genes de respuesta a deficiencia de Fe, sino que posiblemente 

la modificación espacio-temporal de la entrada también sea clave en dicha 

alteración (Andrés-Colás et al., 2010; Perea-García et al., 2016).  

El análisis de la expresión de los genes que se encuentran alterados facilita la 

comprensión de los efectos fisiológicos que se observan en ambos organismos. En 

Arabidopsis, los genes que se encuentran alterados son el transportador IRT1 y At-

NEET. Por lo tanto, la planta no es capaz de introducir el Fe presente en el medio, 

lo que explicaría el menor contenido de Fe observado en estas plantas. En Oryza, 

se encuentran inducidos los genes de proteínas que participan en la asimilación y 

almacenaje, produciendo un mayor aumento del contenido de Fe en las semillas, 

posiblemente ayudado por un aumento en el transporte de Fe a larga distancia 

(Tabla DG3 y DG.4).  

Tabla DG.4. Resumen de la expresión de los genes reguladores y de sus dianas 

en plantas de A. thaliana y O. sativa sobreexpresoras de COPT1. Los datos se 

muestran en dos condiciones de crecimiento en deficiencia de Cu y exceso de Cu en el medio 

de crecimiento. Los genes reguladores activadores de la respuesta a deficiencia de Fe, y sus 

respectivas dianas, se encuentran subrayados.  indica aumento,  indica disminución, ═ 

indica ligeramente menor, ═ indica que la expresión no muestra diferencias significativas con 

respecto al WT.  

Deficiencia de Cu Exceso de Cu 

A. thaliana O. sativa A. thaliana O. sativa 

Reguladores  Reguladores  
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FIT   FIT ═  

bHLH Ib  IRO2 ═ bHLH Ib  IRO2  

BTS  HRZ1  BTS  HRZ1  

 HRZ2   HRZ2  

Dianas  Dianas  

IRT ═ NAS1 --- IRT ═ NAS1 --- 

FRO2  NAS2 --- FRO2  NAS2 --- 

 NAAT1 ---  NAAT1 --- 

At-NEET  OsCDSGH  At-NEET  OsCDSGH 
═ 

 FER   FER  

 Fd   Fd  

 

La falta de respuesta a la deficiencia de Fe observada en Arabidopsis corrobora 

que FIT es el regulador principal de dicha respuesta (Colangelo y Guerinot, 2004), 

ya que sin su activación, la incorporación de Fe no puede aumentar, 

independientemente de la activación de otros factores bHLH. En arroz, a pesar de 

que no hemos estudiado la expresión de los genes regulados por IRO2, se observa 

un menor contenido de Fe en las raíces. Esto indica que la incorporación podría 

estar alterada. Sin embargo, sí hemos observado el aumento de la expresión de 

que los genes de proteínas de almacenaje (FER y Fd), lo que concuerda con un 

mayor contenido de Fe en órganos sumidero como hojas jóvenes y semillas. 

Finalmente, los componentes de la homeostasis de metales tales como: 

reductasas, transportadores de influjo y eflujo, carabinas, quelantes y ligandos 

movilizadores y metaloproteínas, están básicamente conservados entre organismos 

eucariotas, desde levaduras a plantas superiores (Rutherford y Bird, 2004; 

Peñarrubia et al., 2015). Sin embargo, la regulación de la expresión génica de estos 

componentes, así como los sensores metálicos, no están conservados, 

detectándose diferencias notables incluso entre plantas monocotiledóneas y 

dicotiledóneas (Kobayashi et al., 2019; Kobayashi, 2019; Rodríguez-Celma et al., 
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2019). En ese sentido, este trabajo pone de manifiesto la importancia de conocer 

los mecanismos sensores de metales y cómo les afectan las diferentes 

combinaciones en los niveles de metales en el medio de crecimiento. Asímismo el 

estrés oxidativo provocado por la entrada de los metales, también podría 

desempeñar un papel clave en la función de dichos mecanismos sensores, tanto 

en plantas superiores, como en organismos de interés biotecnológico, como la 

levadura. Este conocimiento podría ayudar a pronosticar y recomendar las 

combinaciones adecuadas de contenido de metales en los diferentes medios y 

suelos cultivados para optimizar el crecimiento y el contenido nutricional de la 

levadura y las plantas de interés agronómico.  
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Los resultados obtenidos en este trabajo han llevado a la obtención de las 

siguientes conclusiones: 

 La eliminación del extremo carboxilo-terminal de la proteína CTR1 de 

levadura en la cepa CTR1Δ300 provoca un aumento en la entrada de Cu 

con respecto a la cepa silvestre. El efecto tóxico producido por el Cu 

disminuye la viabilidad celular. 

 El incremento en la entrada de Cu en la cepa CTR1Δ300 induce la 

expresión de genes de metalotioneínas de destoxificación del metal (CRS5 

y CUP1), así como de genes del regulón de Fe.  

 El aumento en la entrada de Cu en la cepa CTR1Δ300 inhibe la expresión 

de los genes que codifican proteínas con centros Fe-S, lo que provoca una 

disminución en el consumo de oxígeno y la dificultad de la cepa CTR1Δ300 

para crecer en medios donde las células se fuerzan a respirar. Sin 

embargo, esta regulación no depende del factor Cth2. 

 El estudio por triple híbrido en levadura corrobora la unión de la proteína 

de Arabidopsis AtCth2 a los mRNAs con secuencias ARE. 

 Aunque el estudio in silico de las posibles dianas de AtCth2 señala como 

candidatos a genes de proteínas con centros Fe-S, la expresión en plantas 

con niveles alterados de AtCTH2 de las posibles dianas no concuerda con 

la función de AtCth2 como represor, sino que sugiere una posible función 

indirecta o de activación. 

 Las plántulas de Arabidopsis sobreexpresoras del transportador de Cu de 

alta afinidad COPT1 presentan un contenido de Fe menor que los 

controles. 

 Las plantas C1OE no inducen la expresión de los genes de incorporación 

de Fe, IRT1 y FRO2, en condiciones de exceso de Cu en el medio, ni la 

secreción de cumarinas al medio para aumentar la solubilidad del Fe. 

 Aunque los factores de transcripción bHLH Ib aumentan su expresión en 

las plantas C1OE, la falta de activación de la expresión del factor FIT podría 

ser la clave para que no se produzca la respuesta a la deficiencia de Fe.  
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 La inhibición de la expresión de genes de almacenamiento y translocación 

de Fe como FER1 y At-NEET sugiere que la percepción de Fe por sensores 

como BTS podría estar alterada en las plantas C1OE como consecuencia 

directa o indirecta del aumento de Cu+.  

 El cultivo de Oryza sativa en medios con Cu afecta al crecimiento de la 

raíz. La expresión de genes como el transportador de Cu de alta afinidad 

OsCOPT1 o la metalotioneína OsMT1f son marcadores del estado del Cu 

dentro de las células e indican que 50 μM de Cu en el medio supone un 

exceso de metal.  

 El análisis de expresión global en Oryza sativa ha permitido identificar que 

el exceso de Cu provoca cambios de expresión en varios genes de la 

homeostasis del Fe, entre ellos genes de almacenamiento (OsFER2 y 

OsFd1), movilización (OsNAS1, OsNAS2, OsNAAT1, OsCDGSH), así como 

reguladores de la respuesta a deficiencia de Fe (OsIRO2). 

 La sobreexpresión del transportador de Cu de alta afinidad de Arabidopsis 

AtCOPT1 en arroz provoca un aumento de la entrada de Cu, la represión 

de la expresión del transportador endógeno OsCOPT1 y la activación de 

genes de destoxificación como OsMT1f. Las alteraciones en los sensores 

OsIRO2, OsHRZ1 y OsHRZ2 se traducen en un menor contenido de Fe en 

las raíces, pero también en una mayor movilización del mismo hacia las 

hojas jóvenes y las semillas, hecho que podría tener aplicaciones 

biotecnológicas. 
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