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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto que tiene la desregulacion de
la entrada de Cu* mediante la alteracion y sobreexpresion 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 estan relacionadas, ya que la alteracion de la
entrada de Cu* en las células afecta a diferentes aspectos de la percepcion 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 CTR1A300 provoca cambios en
la expresion de genes como los que codifican la ferrorreductasa Fet3 y el
transportador de hierro Ftrl. Ademas, la cepa CTR1A300 presenta un mayor
contenido de hierro que la cepa control. Sin embargo, los centros Fe-S se
encuentran dafados y su expresion esta alterada, produciéndose como

consecuencia un menor consumo de O; en la cepa CTR1A300.

Los resultados obtenidos de la sobreexpresion de COPT1 en la planta modelo
Arabidopsis thaliana, indican que la alteracion de la entrada de cobre provoca
cambios en la expresion de genes clave en la respuesta a la deficiencia de hierro.
La incorporacion del metal, tanto a través de la estrategia I, como mediante la
secrecion de cumarinas esta inhibida en las plantas sobreexpresoras del
transportador COPT1 que, como consecuencia, presentan menor contenido de
hierro. Esta dificultad para la incorporacion de hierro podria deberse a la falta de
expresion de un factor de transcripcién bHLH, FI7, y a la pérdida de actividad de
la E3 ubicuitin ligasa, BTS, ya que ambos factores son clave en la activacién de la

respuesta a deficiencia de hierro.

Vi



Por Ultimo, en la planta de interés agrondmico Oryza sativa, se ha comprobado
que la sobreexpresion heterdloga 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 expresion de genes que codifican
componentes de la homeostasis del hierro como la ferritina o los factores
transcripcionales JRO2y HRZ1, produciendo un fenotipo interesante desde el punto

de vista biotecnoldgico con mayor contenido de hierro en hojas jovenes y semillas.
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Introduccion

1. IMPORTANCIA DEL COBRE Y DEL HIERRO EN BIOLOGIA.

El cobre (Cu) y el hierro (Fe) son metales de transicion con propiedades redox.
Ambos presentan una configuracion electrénica que les permite formar complejos
de coordinacién con moléculas organicas, actuando como cofactores esenciales en
numerosas proteinas (Lippard y Berg, 1994). La biodisponibilidad de ambos
metales ha cambiado a lo largo de la evolucién de la atmdsfera. En el origen de la
vida, las condiciones anaerdbicas generaron una atmosfera reductora donde el Cu
se encontraba en forma insoluble (Cu*) y el Fe en su forma soluble (Fe*2), siendo
éste Ultimo utilizado como principal cofactor. Sin embargo, la aparicion de la
fotosintesis oxigénica, llevada a cabo por los microorganismos fotosintéticos, v el
subsecuente aumento del O, desencadenaron el cambio de las condiciones de la
atmodsfera que pasaron a ser oxidantes. Con ello, se produjo el cambio de la
biodisponibilidad del Fe que pasod a la forma insoluble (Fe*3), mientras que el Cu
paso a la forma soluble (Cu*2). Asi, se propicid 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 sustitucién de algunas proteinas de Cu prescindibles, por otras
metaloproteinas de Fe, que cumplen la misma funcién bioldgica, como Ila
superdxidodismutasa de Cu/zinc que es sustituida por la de Fe (Abdel-Ghany et a.,
2005a).

La esencialidad del Cu y el Fe se debe a que forman parte de los sitios cataliticos
de numerosas enzimas imprescindibles implicadas en la transferencia electrénica,
caracteristica que también hace que sean potencialmente toxicos para las células.
La capacidad de transferencia de electrones provoca que si estos metales se
encuentran libres en la célula puedan facilitar la formacion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) mediante las reacciones acopladas de Haber-Weiss y Fenton
(Figura I.1). Las ROS producen dafios a diferentes niveles, ya que son capaces de
reaccionar con las proteinas, el DNA o los lipidos de las membranas celulares,

alterando la funcion de las mismas (Halliwell y Gutteridge, 1984). Por esta razon,
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la entrada de ambos metales en la célula ha de estar muy bien regulada para evitar
que se produzcan dichos dafios.
H,0, + Cu* /Fe?*— -OH + OH" + Cu?*/Fe3*

Cu?[Fe3* +:0,, —> 0, + Cu*/Fe?*

H202 + ‘02- — 02 + 'OH + OH-

Figura I.1. Reacciones de Haber-Weiss y Fenton. Reaccion acoplada que
puede dar lugar a la formacién de especies reactivas del oxigeno por la interaccién

del agua oxigenada (H202) con el Cu y el Fe en estado reducido.

Cabe destacar la importancia de la regulacion 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 organica que dificulte la captacién del Cu (Marschner, 2012). La
deficiencia de Cu produce milltiples problemas en agricultura porque afecta
principalmente a la fase reproductiva, aumentando la esterilidad, disminuyendo la
formacién de frutos y reduciendo la viabilidad de las semillas (Mé&rschner, 2012).
Las plantas con deficiencia de Cu son en general mas pequefas y presentan menos
actividad fotosintética, ya que se encuentra alterada la cadena de transporte
electrdnico (Marschner, 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 absorcién o trastornos hereditarios. Un ejemplo de enfermedad
hereditaria es la enfermedad de Menkes, ligada al cromosoma X, por una mutacion
en el gen que codifica la ATPasa de Cu, ATP7A (Schlief et al., 2006). La deficiencia
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de Cu provoca anemia, problemas cardiacos o defectos neuroldgicos (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 mas 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 aun mas dificil su absorcién (Alloway, 1995). Asi
pues, la deficiencia de Fe es frecuente y provoca graves sintomas en las plantas,
el mas conocidode los cuales es la clorosis foliar y la reduccion de la fertilidad. Al
mismo tiempo, se reduce el rendimiento de los cultivos y la materia seca producida.
Ademas de la falta de absorcion, existen otras causas que pueden provocar la
deficiencia de Fe, como son la sustitucion por otros metales, como el Cu, ya que
éste puede ocupar el lugar del Fe en las uniones a enzimas, cambiando su funcion,

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

En humanos, la deficiencia de Fe provoca uno de los desdrdenes nutricionales
mas extendidos del mundo: la anemia ferropénica. Segun la organizacién mundial
de la salud, el 25 % de la poblacion mundial padece anemia ferropénica
(http://www.who.int/es/). La anemia afecta a mas de dos mil millones de personas
en el mundo, con mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres, y siendo
las poblaciones mas sensibles los nifios y mujeres embarazadas, cuyo

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

distribucién mundial, las zonas méas afectadas son el sudeste asiatico, Africa y la

zona este del area mediterranea (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 a/., 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 accion industrial y
urbana (Marschner, 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 disminucion del crecimiento de las raices. 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 incorporacion del
mismo a las plantas. Por ello, las plantas desarrollan diversas estrategias para
combatir el efecto toxico del Cu, desde acumularlo en la vacuola, a limitar la
entrada del mismo o quelarlo mediante fitoquelatinas o metalotioneinas que
minimicen la produccion de especies reactivas del oxigeno (Méarschner, 2012).

En los humanos, el exceso de Cu puede producirse por exposicion 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 acumulacion de Cu en los hepatocitos vy,
posteriormente, en el resto del organismo (Reddy et a/., 2000; Schlief et al., 2006).
La alteracion de otras cuproproteinas también provoca patologias, 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 dafio en los tejidos fotosintéticos debido

a la formacién de ROS en los cloroplastos (Marschner, 2012).

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

debido a la formacidn de radicales libres que acaban dafnando tejidos y provocando
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fibrosis. Diversas enfermedades tanto genéticas como adquiridas pueden producir
la acumulacion de Fe, como por ejemplo la hemocromatosis, que ocasiona cambios

patoldgicos (Beutler et al., 2003).

2 RED HOMEOSTATICA DEL COBRE.

2.1. Incorporacion del cobre en las células.

2.1.1 LEVADURAS

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un excelente modelo de estudio, ya
gue es un organismo eucariota, a partir del cual se han podido identificar proteinas

homologas 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 toxico, la
entrada del metal en la célula estd muy regulada. Generalmente, al encontrarse en
forma oxidada como Cu*?, 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 especifica 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 Ctrl y Ctr3 (Labbé y Thiele, 1999). Estos transportadores
introducen el Cu en forma de Cu*, por lo que es necesario que el Cu*? sea reducido
a Cut en el exterior celular antes de ser introducido en el citosol a través de Ctr.
Existen diversas metalorreductasas en la membrana plasmatica, conocidas como
Frel y Fre2, que llevan a cabo dicha funcién 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*? en el suelo, en esta forma puede entrar a través de los transportadores de
cationes divalentes tipo ZIP (Wintz et a/., 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* (Sancendn et al, 2003;
Pefarrubia 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 adquisicion de Cu y Fe del suelo (Wu et a/.,, 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 plasmatica y la pared
celular, ya que secretan protones que acidifican el pH del exterior para ayudar a la
solubilizaciéon del Cu y a su asimilacién (Santi y Schmidt, 2009).

2.2. Distribucion 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 dafios mediante la formacién de ROS,
y llevarlo a las proteinas y a los compartimentos donde es necesario (Figura I1.2).
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 secrecion, interacciona con una ATPasa tipo P
denominada Ccc2, en la membrana de la red frans-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 plasmatica (Lin et a/,
1997; Pufahl et al., 1997; Labbé y Thiele, 1999).

6
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CUP/CRS5
Macl Acel|FeT3/50D

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 Ctrl y la distribucion a los diferentes
compartimentos a través de las diferentes metalocarabinas: Atx1 y CCS. Se muestran

también los factores reguladores Macl y Acel, asi como sus dianas.

Otro de los destinos del Cu son las superdxido 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 eliminacion de alguna de
ellas provoca problemas Unicamente 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 I1.2).

La vacuola es uno de los reservorios de Cu. No se conoce como llega a ella ni
como es introducido al lumen vacuolar, pero en condiciones de escasez, el Cu
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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 dafios en la célula, mientras es llevado a los
compartimentos diana donde es necesario (Robinson y Winge, 2010) (Figura 1.3).
Al igual que en levadura, ATX1 es una cuprocarabina que transporta el Cu* a RAN1,
una ATPasa homdloga a Ccc2 que lo bombea al lumen del reticulo endoplasmatico
(RE), donde formara parte de las cuproproteinas de la ruta de secrecion (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
superoxido 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 HMAS5, que se localiza en la
membrana plasmatica de la raiz y exporta el Cu* al xilema desde donde se reparte
a otros organos. En condiciones de exceso de Cu, sirve como método de
detoxificacion, tanto en Arabidopsis como en Oryza sativa (Andrés-Colas et al.,
2006; Kobayashi et al., 2008; Deng et al., 2013). Como hemos mencionado, RAN1
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transporta el Cu al interior del ER, donde llegara 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 accidn de la ATPasa AHA y las reductasas FRO presentes en la membrana plasmatica.
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 HMAS hacia el exterior celular.

Figura modificada de Pefarrubia et a/., 2015.
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(Hirayama et al, 1999) y a las cuproproteinas de la ruta de secrecion. Por Ultimo,
las ATPasas tipo P de Arabidopsis PAAL 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 érgano que mas Cu consume en la planta,
donde sera incorporado a la plastocianina (PC) y la Cu/Zn SOD (Shikanai et ai.,
2003; Abdel-Ghany et al., 2005b; Ravet y Pilon, 2013) (Figura 1.3).

Ademas de la distribucion 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*?, 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 actia como quelante de Cu en éste para su
transporte desde la raiz a la parte aérea (Curie et al, 2009). De hecho, la
sobreexpresion de la nicotianamina sintasa (NAS) en tabaco produce un aumento
en la concentracion 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 estarian implicados en llevar el Fe y el Cu, procedente de
los tejidos vasculares, hasta las semillas (Waters et al., 2006; Yruela, 2009).

2.3. Reqgulacion de la expresion de los genes implicados en la

homeostasis del cobre celular.

2.3.1. LEVADURAS

La regulacién de los genes implicados en la adquisicion de Cu esta determinada
por el factor transcripcional Mac1. La proteina Macl es una proteina localizada en
el nucleo celular, que se une a los elementos c¢is, conocidos como CuRE (Elementos
de Respuesta a Cu: TTTGCTC (Labbé et al., 1997), presentes en los genes de la
maquinaria de adquisicion de Cu. Macl posee un dominio de unién a DNA en el
extremo amino terminal, ademas de residuos de cisteinas repartidos a lo largo de

su secuencia y dos elementos en tandem en la regiadn carboxilo terminal, que

10
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contienen 5 cisteinas y 1 histidina (C5H) (Jungmann et a/., 1993; Graden y Winge,
1997; Labbé y Thiele, 1999). Por lo tanto, en condiciones de deficiencia de Cu, la
union de Macl a los CuRE provoca la activacion, tanto de las reductasas de la
membrana FREIy FREZ como de los transportadores de alta afinidad C7TR1y CTR3
(Labbé et al., 1997; Yamaguchi-iwai et al., 1997; Jensen et al., 1998; Joshi et al.,
1999) (Figura 1.2).

En caso de exceso de Cu, Macl es degradado y por tanto deja de inducir la
maquinaria de adquisicion. Por otro lado, se activa el factor transcripcional Acel
que induce la expresion de otro conjunto de genes destinados a acomplejar el Cu
libre (Zhu et al., 1998). Entre los genes cuya expresion activa Acel se encuentran
las metalotioneinas CUP1 y CRS5, la superoxido dismutasa de Cu/Zn SOD! y la
multicobre-ferroxidasa FE73 (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 tdxico que puede llegar

a producirse por la formacion de ROS.
2.3.2. PLANTAS

En plantas la deficiencia de Cu implica la regulacion de muchos procesos
metabdlicos encaminados a destinar el poco Cu presente para su uso en las
proteinas esenciales, como la plastocianina (PC). En esta regulacion esta implicado
el factor de transcripcion 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 proteinas que utilizan
Cu, como miR398, miR397, miR408y miR857 (Burkhead et al., 2009; Pilon et al.,
2009; Yamasaki et al., 2009; Bernal et al, 2012; Garcia-Molina et al., 2013). De

11
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este modo los m/iRNAs ayudan a regular genes no esenciales en momentos de
deficiencia de Cu, intercambiando funciones llevadas a cabo por proteinas con Cu
por otras proteinas que unen Fe, como es el caso de la superdxidodismutasa de

-Cu +Cu
Cu-microRNA

| coPT
SPL7 FRO
miR398

miR397
COPT1 S\ \USU - ;
miR408

COPT2 "\ S U U miR857
CoPT6 "\ S S U AVAVA VAW«

A\ \J "\ Plantacianina
5D} VAU AVAW] VAV AWAWYY)]] .
ACACACAY
NS CSD2 Joasas

Figura I1.4. Esquema de la funcion del factor transcripcional SPL7 en funcion

COPT
FRO

del cobre presente en el medio. Esquema de como 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 adquisicion de Cu del
exterior celular, como los transportadores COPT vy 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 transcripcion de los mismos. En condiciones de deficiencia se
activa la expresion de: I) genes de aumento de la incorporacion de Cu desde el exterior
(COPT1, COPT2y COPT®); 11) eliminacidn de cuproproteinas no esenciales ( Plantacianina
y Lacasas); III) sustitucion de metaloproteinas de Cu por las de Fe (FSD1, CSD1 6 CSD2).
Figura modificada de Perea-Garcia, 2013.
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Cu/Zn (CSD) que es sustituida por la superoxidodismutasa de Fe (FSD) gracias al
miR398 que degrada las CSD, o el miR408 que inhibe la expresion de diversas
lacasas (Abdel-Ghany et al, 2005a; Yamasaki ef al, 2007; Abdel-Ghany y Pilon,
2008; Ravet y Pilon, 2013; Pefarrubia et a/., 2015).

En exceso de Cu, éste desplaza al Zn de los dedos de Zn del factor
transcripcional SPL7, impidiendo asi la unién al DNA y la transcripcion de los genes
citados anteriormente, disminuyendo la incorporacion y evitando asi el efecto

toxico que el metal puede producir (Sommer et a/,, 2010) (Figura 1.4).

3. RED HOMEOSTATICA DEL HIERRO.

3.1. Incorporacion del hierro en las células.

El Fe es un micronutriente imprescindible para todos los seres vivos y es muy
abundante en la corteza terrestre (Marschner, 2012). Sin embargo, el problema de
su incorporacion 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 fisioldgico.
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 afiadida es que gran parte de los suelos cultivables son alcalinos, lo que
dificulta ain mas la biodisponibilidad del Fe presente en la corteza terrestre
(Marschner, 2012). A continuacion, 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 reduccion de alta afinidad, un sistema de transportadores de

siderdforos, o un sistema de baja afinidad (Figura 1.5).

e  Sistema reductivo de alta afinidad: |a levadura S. cerevisiae posee las
metalorreductasas Fre2/Fre3 en la membrana plasmatica, que se
encargan de reducir el Fe*3 a Fe*?, y el Cu*2 a Cu* (Gross et a/., 2000).

13
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Una vez en ese estado, el Fe es introducido a través del complejo
Fet3/Frt1 especifico 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 Frtl (Sanvisens y Puig, 2011).

e Sistema de transportadores de siderdforos: la levadura S, cerevisiae
no posee la capacidad de sintetizar sideroforos (PS) que acomplejen
el Fe*3, pero si posee los transportadores Arn1-4 que son capaces de
transportar al interior celular distintos complejos Fe+3-PS (Sanvisens y
Puig, 2011).

Fe2* Fed*

@M]Z¢ M {}

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/Ftrl; sistema de baja afinidad (amarillo) Fet4; sistema de transportadores de
sideroforos (morado) Arnl-4; transportador hacia la mitocondria (naranja) Mrs3/4;
transportadores de la vacuola: Cccl, Smf3 y Fth1/Fet5. El factor de transcripcién Aft1/2

regula la activacion del reguldn de hierro.

e  Sistema de baja afinidad: en condiciones anaerobias, la multicobre-
ferroxidasa Fet3 no puede funcionar, ya que en el proceso de
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oxidacion del Fe reduce una molécula de oxigeno 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, asi como otros
metales divalentes como Cu*2, magnesio o Zn*2,

3.1.2. PLANTAS

Clasicamente se han descrito dos rutas de adquisicion del Fe en plantas (Figura

1.6), denominadas:

e Fstrategia I se encuentra principalmente en plantas dicotiledoneas v,
como en levaduras, se basa en la reduccion del Fe*3 a Fe*2, Al igual
que en la adquisicion 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 Arabidopsk secreta productos de la ruta de los fenilpropanoides,
conocidos como cumarinas que ayudan a la movilizacion y adquisicion
del Fe (Jeong et al., 2017). Posteriormente, las reductasas de la familia
FRO, presentes en la membrana plasmatica, en concreto FRO2, se
encargan de reducir el Fe en las raices (Robinson et a/, 1999). Una vez
como Fe*?, puede ser incorporado al interior celular a través de los
transportadores de cationes divalentes tipo ZIP, como IRT1 (Jeong y
Guerinot, 2009).

e Fstrategia II: se encuentra principalmente en plantas monocotiledéneas
y se basa en la quelacién del metal para incorporarlo. Para ello, estas
plantas secretan fitosiderdforos (PS), como el acido 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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Figura 1.6. Estrategias de adquisicion del hierro en plantas. Estrategia I
(izquierda) de reduccion del Fe por FRO2 y posterior incorporacion mediante el
transportador IRT1 en plantas dicotiledoneas y la Estrategia II (derecha) de la
adquisicion de Fe mediante quelacion con fitosiderdforos (PS) e incorporacion a través

del transportador YS1 en plantas monocotiledéneas (Tomada de Schmidt, 2017).

Sin embargo, en ciertas plantas monocotiledéneas, concretamente en el arroz,
se ha observado que pueden utilizar ambas estrategias para la captacion 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. Distribucion 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.

16



Introduccion

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 Cccl. 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*?, y
posteriormente es liberado en el citosol a través de un sistema
de alta afinidad compuesto por Fet5/Fth1, analogos de Fet3/Ftrl
(Urbanowski y Piper, 1999; Singh et a/, 2007). También existe
un sistema de baja afinidad, Smf3, que se encarga de transportar
el Fe y otros metales divalentes (Hassett ef al, 2000) (Figura
1.5).

Las mitocondrias son, por otro lado, el organulo que mas Fe
necesita debido a que en ellas se localiza la cadena de transporte
de electrones que lleva a cabo la respiracion, 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 raices 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 jovenes de las plantas (Ling et
al, 1999). El Fe-NA se moviliza a los diferentes drganos mediante los
transportadores tipo YSL (Curie et al/., 2009).

Ademas, la distribucion de los niveles de Fe dentro de las células es importante.
Los compartimentos que necesitan mas Fe son el cloroplasto y la mitocondria,
porque es donde se lleva a cabo la respiracion, y junto a la vacuola, son reservas
de Fe (Figura 1.7). Para mediar el trafico de Fe a los compartimentos intracelulares
existen diferentes transportadores:

e La vacuola es el mayor reservorio de Fe para las semillas en
germinacion. El transportador que incorpora el Fet2 al interior de

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

Fe-S

Fe*

Fe?*

Fe*

ZIPs
Nramps Fe2+

Vacuole

Plasma

membrane T

Figura I.7. Transportadores de hierro en los 6rganos 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
L.7).

e En el cloroplasto, el Fe forma parte de la cadena de transporte
electronico, la biosintesis de clorofila, el ensamblaje de los grupos Fe-
S, la biosintesis de los grupos hemo, entre otros procesos. Debido a la
posibilidad de formacion de ROS, el Fe es acomplejado por la proteina
ferritina (FER) que une hasta 4500 atomos de Fe (Jeong et a/., 2017).
Se han identificado 4 genes FER en Arabidopsis, aunque FERI es el de
expresion mas abundante (Petit et a/, 2001). No se han encontrado
transportadores de metales divalentes tipo ZIP en la membrana del
cloroplasto. Sin embargo, se ha caracterizado una proteina 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 1.7).

¢ La mitocondriarequiere gran cantidad de Fe, ya que se utiliza como
cofactor en la cadena de transporte electronico y para la biosintesis 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 a/.,
2004). Aunque en Arabidopsis se han identificado 3 ortdlogos de S.
cerevisiae de transportadores ABC de la mitocondria 1 (ATM1), todavia
no se ha determinado su funcién en el transporte de Fe a la mitocondria
(Jeong y Guerinot, 2009) (Figura 1.7).
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3.3. Regulacion de la expresion de los genes de la homeostasis
del hierro.

3.3.1. LEVADURAS

La regulacién de la homeostasis del Fe en S. cerevisiae es un proceso bien
caracterizado. En condiciones de deficiencia de Fe, los factores Aftl y Aft2 inducen
la expresion de un conjunto de genes conocidos como el reguldn de hierro,

mediante la unién a las secuencias FeRE (elementos de respuesta a hierro),

Fe* Fe

Vacuola

mRNA  (Cth2
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Figura 1.8. Regulacion de la expresion génica en la homeostasis de hierro
en Saccharomyces cerevisiae. Regulacion de los genes implicados en la homeostasis
del Fe en la levadura en funcién 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 nucleo y active la transcripcion
de los genes del regulén. En condiciones de deficiencia el factor Cth2 se une a la regién

3'UTR de genes con secuencias ARE, propiciando la degradacion 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 FREZ y FRE3y los sistemas de transporte, como
FET3, FTR1y ARNI-4. Todo ello estd encaminado a aumentar la entrada de Fe al
citosol, tanto desde el exterior celular como de los reservorios internos (Figura 1.8)

(Sanvisens y Puig, 2011).

Cuando aumenta el Fe, la disociacion del factor Aftl del DNA y se para la

expresion de los genes del reguldn del hierro (Lill et a/., 2012).

En condiciones de deficiencia de Fe, la levadura activa una serie de respuestas
para remodelar el metabolismo y maximizar asi 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
proteinas implicadas en la regulacion del metabolismo del Fe es el factor de
regulacién postranscripcional Cth2. Cth2 es una proteina con dos dedos de Zn en
tandem, perteneciente al grupo de proteinas TZF (del inglés Tandem Zinc Fingers),
altamente conservados en los eucariotas (Wang et a/, 2008). Estas proteinas
interaccionan con el RNA y llevan a cabo su regulacion 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 C7HIy CTHZ, ambos
con dos TZF CxgCxsCxsH (Thompson et al, 1996). El factor Cth2 se une a las
secuencias ARE de los mensajeros de genes que codifican proteinas implicadas en
procesos celulares dependientes de Fe y propicia su degradacion e inhibe su
traduccién (Puig et al., 2005; Ramos-Alonso et al., 2018). El factor Aftl se une a
secuencias FeRE presentes en el promotor del gen C7HZ, propiciando la activacion
transcripcional del mismo en condiciones de deficiencia de Fe. Cth2 degrada los
mensajeros diana, optimizando el uso del Fe destinado a proteinas imprescindibles.
Entre otros, Cth2 inhibe la expresién de sus mRNAs de genes implicados en:

e La cadena de transporte electronico mitocondrial, inhibiendo
principalmente al nivel de los complejos II, III y 1V, la aconitasa y la
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sintesis de grupos hemo. También produce la inhibicion de la sintesis

de acidos grasos insaturados y esteroles, multiples aminoacidos y

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

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

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

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

e La sintesis y reparacién del DNA. En concreto, Cth2 provoca la

degradacion de WT7MI1, que codifica un inhibidor de la enzima

ribonucledtido reductasa, activnado de esta forma la funcion de esta

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

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

a cabo a milltiples niveles y todavia no se conoce completamente (Kobayashi,

2019; Rodriguez-Celma et a/., 2019). Se han descrito diferentes tipos de factores

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

familias:

22

Los factores transcripcionales bHLH. Los dominios bHLH estan

compuestos por dos segmentos diferentes; un dominio de 10 a 15
aminoacidos predominantemente bdésicos y un dominio de
alrededor 40 aminodacidos que forman dos o-hélices de caracter
anfipatico, separadas por una vuelta de longitud variable (HLH)
(Pires y Dolan, 2010). Los analisis estructurales muestran que la
region basica es la que interacciona con el DNA, mientras que las
dos hélices participan en la formacion de homo o heterodimeros
entre proteinas bHLH, como requisito previo para que se produzca
la interaccion con el DNA (Jones, 2004). Estan muy conservados y
se encuentran en la mayoria los eucariotas, aunque fueron
originalmente descritos en animales (Murre et al, 1989). Las
proteinas con estos dominios regulan multitud de procesos en

levaduras (Robinson y Lopes, 2000), animales (Massari y Murre,



Introduccion

2000; Jones, 2004) o plantas (Ramsay y Glover, 2005; Castillon et
al., 2007; Pires y Dolan, 2010).

Arabidopsis posee 158 proteinas con dominios clasificados como
bHLH, mientras que en Oryza el nimero de proteinas 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 estan implicados en la
respuesta a deficiencia de Fe. El factor transcripcional FIT (FER like
iron deficiency induced transcription factor), es una proteina del
tipo bHLH (bHLH29) que se une al DNA, homodloga 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 FROZ, la nicotianamina sintasa 1 (NASI)
o el transportador Irtl a nivel de proteina (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 homdlogo de bHLH38y bHLH39, conocido como
0sIR0O2, regula la expresion de genes implicados en la homeostasis
del Fe, activando la expresion de los genes de las nicotianamina
sintasas 1y 2 (OsNAS1y OsNAS2) y del precursor de la biosintesis
de estas, OsNVAATZ, o el transportador OsIrtl a nivel de proteina,
al igual que ocurre en Arabidopsis (Ogo et al., 2006; Ogo et al.,
2007; Ogo et al., 2011) (Figura 1.9). JROZ 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 JROZ (Kobayashi y Nishizawa, 2012).
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Figura I.9. Reguladores transcripcionales en deficiencia de hierro en
plantas. Esquema de los reguladores implicados en la respuesta a deficiencia de Fe en
graminaceas y no graminaceas. a) En las no graminaceas la sefial de deficiencia de Fe
activa la expresion de los reguladores transcripcionales FER/ FIT y bHLH que inducen la
expresion de los genes implicados en la adquisicién de Fe. b) En las graminaceas la sefial
d deficiencia de Fe activa la expresion de los reguladores transcripcionales IDEF1 e IDEF2.
IDEF1 a su vez activa la expresion del factor IRO2, induciendo todos ellos la activacion de

los genes de adquisicion de Fe. Tomado de Kobayashi y Nishizawa, 2012.

En Arabidopsis existen otros reguladores de tipo bHLH, conocidos
como POPEYE (PYE) y ILR3 (bHLH105), que se encuentran
inducidos en deficiencia de Fe. La formacion de heterodimeros
PYE-IRL3 tiene un efecto negativo sobre la expresion de genes
implicados en el transporte de Fe hacia los orgénulos de
almacenaje (Darbani et al., 2013; Tissot et al., 2019) (Figura I.11
y 1.12).

e Las ubicuitin ligasas que desestabilizan proteinas como. Las
proteinas de arroz HEMERYTHRIN MOTIF- CONTAINING REALLY
INTERESTING NEW GENE- AND ZINC-FINGER (OsHRZ) y BRUTUS

(BTS) de Arabidopsis estan 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
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al, 2010; Matthiadis y Long, 2016; Kobayashi et al, 2019).
Presentan una configuracion caracteristica 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 1.10)
(Kobayashi et al.,, 2013). El dominio HHE une Fe*?2 y O,, actuando
en el transporte de oxigeno en invertebrados (Stenkamp, 1994). El
dominio dedo de Zn tipo RING esta presente en muchas proteinas
E3 ligasas, similares a la proteina FBXL5 humana, implicada en
ubicuitinacion de las proteinas (Vierstra, 2009; Hua y Vierstra,
2011). Los dominios dedos de Zn CHY- y CTCHY-, interaccionan
con DNA, RNA, proteinas o lipidos (Gamsjaeger et al., 2007) y el
dominio rubredoxina, que une grupos Fe-S para su transferencia a
proteinas diana como la ferredoxina (Sieker et al, 1986) (Figura
RI.10).

OsHRZ1FL M W TEs

OsHRZ2 FL — ) m— 1
BTS FL o5 1 5 1

: Haemerythrin/HHE cation-binding motif
: CHY-type zinc-finger domain

: CTCHY-type zinc-finger domain

: RING zine-finger domain

. Rubredoxin-type fold

EECO@

Figura I1.10. Estructura de las proteinas BTS y HRZ1/2. Esquema

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

al, 2013.

En Arabidopsis, BTS regula de negativamente al factor ILR3(de tipo
bHLH). A su vez, la union de ILR3 con PYE inhibe la expresion 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 represion se exacerba.
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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 expresion de los genes de adquisicion de Fe (IR71y FROZ2)
y de almacenaje (NVAS4). Los factores sensores negativos HRZ/BTS inhiben a los
factores bHLH IVc PRI/ILR3, evitando asi la represion de los genes de almacenaje

(NAS4, FER, VTL2) y de asimilacion de Fe (AtNEET).

En arroz, al igual que en Arabidopsis, OsHRZ es un regulador
negativo de la expresion en deficiencia de Fe (Kobayashi et al.,
2013).
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Figura I.12. Esquema de la accion de los factores de regulacion génica IDEF1
y HRZ de O. sativa en funcion 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 expresion o cantidad de los genes y o metales presentes. Modificada de

Kobayashi y Nishizawa, 2014.

De hecho, la regulacién en deficiencia de Fe en arroz tiene lugar tanto a nivel
transcripcional (mediada por IDEF1), como a nivel postraduccional (mediada por
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HRZ). En condiciones de suficiencia de Fe, éste se uniria 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 unién de Fe
en los dominios hemeritrina en HRZ potencia su actividad y, por lo tanto, se reprime
la expresion de los genes de deficiencia (Figura I.11 y I.12) (Kobayashi y Nishizawa,
2014). En condiciones de deficiencia de Fe, éste no se uniria a los dominios HN de
IDEF1, permitiendo la union de otros metales, pudiendo producirse la union de
IDEF1 a los dominios JDE 'y activando asi la expresion de genes de deficiencia de
Fe. Se ha postulado que, tanto en Arabidopsis como en arroz, la escasez de Fe
activaria a HRZ/BTS, degradando a sus proteinas 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 I1.12) (Kobayashi y Nishizawa, 2014; Kobayashi et al.,
2019).

4. FAMILIA DE TRANSPORTADORES DE COBRE DE ALTA
AFINIDAD CTR.

La familia de proteinas Ctr esta conservada en eucariotas y media la adquisicion
de Cu en las células (Puig y Thiele, 2002). Recientemente, se ha obtenido la
estructura por difraccion de rayos X del transportador Ctrl de Salmo solar (Ren et
al., 2019) (Figura 1.13). Estas proteinas contienen 3 segmentos transmembrana
(TM), el extremo amino-terminal en el espacio extra citosdlico y el extremo
carboxilo-terminal en el citosol (Figura 1.13). En su mayoria, las proteinas tipo Ctr
contienen en el extremo amino-terminal dominios ricos en metioninas que forman
centros de unién a Cu. El metal es transportado a través de un poro constituido
por los TM2 ricos en metioninas, que forman un homotrimero o heterotrimero. El
Cu es llevado hasta el extremo citosdlico, que contiene residuos de cisteinas, que

lo ceden a metalocarabinas y lo transportan hasta las cuproproteinas diana. Una
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Figura I.13. Estructura de transportador de alta afinidad Ctr. a) Esquema de la
estructura de rayos X del transportador Ctr formado por un trimero (cada mondémero en un
color). Se observan los tres dominios transmembrana (TM) de cada mondmero v el sitio de
unién 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 conduccién del ion Cu* mostrado como
superficie naranja y d) Mecanismo propuesto para la selectividad y permeacién del Cu*. Se
muestran solo dos subunidades. Modificado de Ren et al, 2019.

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; Pefiarrubia et al.,
2015; 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 Ctrl (Dancis et al, 1994) que posee los tres TMD y 8
motivos extracelulares ricos en metioninas (Met), siguiendo la secuencia consenso
Met-X,-Met-X-Met (donde X representa cualquier amino acido, aa). (Labbé y Thiele,
1999). Estudios posteriores identificaron un segundo transportador, Ctr3, que
mantenia la capacidad de transportar el Cu en cepas mutantes Actr! (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 mayoria de cepas de S. cerevisiae por la
presencia de un transposdn (Knight et a/., 1996). Ctr3 contiene varios residuos de
cisteinas (Cys), tanto en la region 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 homologia a nivel de sus secuencias proteicas (Figura 1.14).

™ ™
cwtp T |
1 406
™ ™
cip Wi s
1 241

Figura 1.14. 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-X>-Met-X-Met, en rojo el extremo amino-

terminal, TM indica los dominios transmembrana. Modificado de Pipes y Labbé 1999.

El dltimo 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 a/., 2004).
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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) (Sancendn et al., 2003; Garcia-Molina et al.,
2013).

Tabla I.1. Principales caracteristicas de los transportadores tipo Ctr de Arabidopsis. MP-
Membrana Plasmatica, MI- Membranas internas. Esquema de patrdn de expresion modificado
de Puig et al, 2014.

COPT1 COPT2 COPT3 COPT4 COPTS COPT6
Localizacion MP MP MI MI MP
Complementacion
Si Si No No Si
Actrictr3
Regulacion
transcripcional por Si Si No No
Cu

Patron expresion en
flores

Patrén expresion
tallo y raiz
gr;—\
|

La caracterizacién de estos transportadores se ha realizado mediante diferentes

VY

—%&}}}}}

aproximaciones experimentales:

e La regulacién transcripcional por los niveles de Cu, en la que se ha
observado que COPT1, COPT2y COPTE6 se inducen en deficiencia de
Cu, mientras que COPT3y COPT5, no se regulan por los niveles del
metal (Sancenoén et al,, 2003; Garcia-Molina et al, 2011). La expresion

temporal de estos transportadores sigue ritmos circadianos y se

31



Introduccion

necesitan reguladores temporales para adecuar su expresion (Andrés-
Colas et al., 2018).

e Lalocalizacion subcelular en protoplastos de A. thaliana, que permite
la division de la familia COPT en transportadores de la membrana
plasmatica (COPT1, COPT2 y COPT6) y transportadores intracelulares
(COPT3 y COPT5) (Andrés-Colas et al, 2010; Garcia-Molina et al.,
2011; Garcia-Molina et a/., 2013; Perea-Garcia et al., 2013; Andrés-
Colas et al., 2018).

e La complementacion funcional en cepas de S. cerevisiae deficientes
en la asimilacion 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 COPTS5 tan solo revierten parcialmente el fenotipo (Sancenén
et al., 2003; Sancendn et al., 2004; Andrés-Colas et al., 2010; Garcia-
Molina et al, 2011; Garcia-Molina et al., 2013; Perea-Garcia et al.,
2013). Por ultimo, COPT4, resulta toxico para la levadura y no tiene
conservados los residuos clave para transportar el metal (Sancenoén et
al., 2003; Puig et al., 2007).

COPT1 fue el primer miembro de la familia COPT identificado y caracterizado
(Kampfenkel et al, 1995; Sancendn et al, 2004). Las plantulas de A. thaliana
defectuosas en la expresion COPT1 muestran una disminucién significativa en la
adquisicion y acumulacién de Cu, un aumento de la longitud de la raiz en
condiciones limitantes de Cu y defectos en la formacion del polen maduro
(Sancendn et al, 2004). Estos fenotipos se correlacionan con la expresion
mayoritaria de COPT1 en la punta de las raices y en granos de polen y sugieren
una funcién predominante de COPT1 en la adquisicion de Cu del suelo y en el
desarrollo del polen (Tabla I.1) (Sancendn et al., 2004).

COPT2 es el transportador que presenta una mayor expresion a lo largo de toda
la raiz. Se ha demostrado que las plantas defectuosas en la expresion de COPT2

son mas resistentes a la doble deficiencia de Cu y de Fe, lo que pone de manifiesto
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que existe una estrecha relacion entre la homeostasis de ambos metales (Perea-
Garcia et al., 2013). De hecho, el promotor del transportador COPT2 contiene
secuencias E-Box a las que se une el factor de transcripcion FIT, que induce las
respuestas a la deficiencia de Fe en Arabidopsis (Colangelo y Guerinot, 2004), y
que justifican su induccién en la doble deficiencia de Cu y de Fe (Perea-Garcia 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 distribucion de
Cu desde las raices hacia las hojas y semillas, cuando hay deficiencia de Cu (Jung
et al., 2012; Garcia-Molina et al., 2013).

COPTS5 se localiza principalmente en haces vasculares de la raiz y las silicuas.
Se localiza en el tonoplasto y en la membrana interna de la vacuola (Tabla 1.1)
(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; Carrié-Segui et al, 2019). Ademas, los
mutantes copt5 presentan acumulacion de Cu en las raices en condiciones de
deficiencia de Cu en el medio, y menor contenido en silicuas y semillas, lo que
indica que COPT5 participa en la movilizacion de Cu desde la raiz a los tejidos
reproductores (Garcia-Molina et al., 2011; Klaumann et a/., 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 OsCOPTI-7(Yuan et al, 2010; Yuan et al,, 2011).

Tabla 1.2. Caracteristicas principales de los transportadores tipo Ctr de O. sativa.

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

Complementacion

OsCOPT1 OsCOPT2 OsCOPT3 OsCOPT4 OSCOPT5 OsCOPT6 OsCOPT7

Actrictr3 No No No No No Si
Regulaciéon
transcripcional Si No No No Si Si (tallo) Si
por Cu

Interaccién con

OsCOPT

OsCOPT5 OsCOPT6 OsCOPT6 OsCOPT6 OsCOPT1 OsCOPT2-3-4

Las caracteristicas que muestran los OsCOPT son:

34

La complementacién funcional de las levaduras deficientes en
transporte de Cu por parte de OsCOPT1, sdlo se produce cuando
interacciona con otras proteinas como OsCOPT5 y XA13 (Yuan et a/,
2010; Yuan et al., 2011). En cuanto al resto de miembros de la familia,
sdlo 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 expresion en la raiz y, en menor medida, en hojas.

Se ha determinado que los transportadores COPT de O. sativa
interaccionan entre ellos. OsCOPT1 y OsCOPTS5 interaccionan para ser
funcionales. OsCOPT6 interacciona con OsCOPT2, OsCOPT3 vy
OsCOPT4, lo que hace que se localicen en la membrana plasmatica,
por lo que se especula que OsCOPT6 actlia a modo de cofactor que
ayuda los otros transportadores a localizarse en la membrana (Yuan
et al., 2011).
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4.4 Efectos de la sobreexpresion de los transportadores de

cobre.

Se han realizado diversos estudios aumentado la expresion de los

transportadores de alta afinidad.

En levaduras, se sobreexpreso el transportador Ctrl completo y una linea
mutante que contenia los 300 primeros aminoacidos, eliminando asi la cola mas
larga que posee este transportador en levadura y que no esta presente en otras
especies. Los efectos mas 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 sobreexpresion de ambos transportadores aumenta
la concentracion de Cu enddgena, 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 sobreexpresion provoca un cambio en la expresion 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 sobreexpresion del transportador COPT1 también produce un
aumento de la concentracion interna de Cu (Andrés-Colas et al., 2010). El analisis
del cambio de patrén de expresion de las plantas COPT1 muestra 482 genes
inducidos y 101 genes reprimidos en las condiciones de exceso y deficiencia de Cu,
respectivamente (Perea-Garcia, 2013). Las plantas sobreexpresoras de COPT1,
comparadas con las plantas silvestres, presentan un tamafio menor en condiciones
estandar de crecimiento, una mayor curvatura de los cotiledones y alteraciones en

el desarrollo de las flores (Andrés-Colas et a/., 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 dafian la célula a diferentes niveles, desde
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dafos en la membrana plasmatica hasta dafios en el DNA (Rodrigo-Moreno et al.,
2013).
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Objetivos

Dados los antecedentes presentados en el Gltimo apartado de la introduccion,
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 Ctrl en la levadura Saccharomyces cerevisiae

mediante la eliminacién de su region 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 analisis de

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

3. Estudiar el efecto de la sobreexpresion del transportador de cobre de
alta afinidad COPT1 de Arabidopsis thaliana en la planta de interés

agronémico Oryza sativa.

39



40



MATERIAL Y METODOS

41



42



Material y Métodos

1. MATERIAL  BIOLOGICO Y  CONDICIONES  DE
CRECIMIENTO

1.1.  Escherichia coliy Agrobacterium tumefaciens

1.1.1. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Se han utilizado células competentes de Escherichia coliy de Agrobacterium
tumefaciens (cepa C58). Las cepas de E. coli (One Shot Top 10 Competent Cells,
Invitrogen) se cultivaron a 37 °C en agitacion, utilizando el medio general para
bacterias Luria-Bertani (LB) liquido [triptona (Pronadisa) 1 % (p/v), extracto de
levadura (Pronadisa) 0,5 % (p/v) y NaCl (Prolabo) 1 % (p/v)] o sdlido [la misma
composicion con agar bacterioldgico (Pronadisa) 1,5 % (p/v)]. Los medios para la
seleccion de transformantes se suplementaron con ampicilina 50 pg/ml (LBA).

La cepa C58 de A. tumefaciens (resistente a rifampicina) se cultivd a 28 °C en
medio LB liquido o sélido, suplementado con 1 pg/ml de kanamicina en los medios

para la seleccion y cultivos de transformantes.
1.1.2. CONSTRUCCION Y OBTENCION DE PLASMIDOS EN ESCHERICHIA COLI

Para la construccion de los plasmidos, se amplificé el DNA a clonar mediante
PCR (Apartado 2.4), utilizando oligonucledtidos con sitios de corte reconocidos por
enzimas de restriccion, para su posterior insercion en el vector. El producto de PCR
se purificé 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 restriccion correspondientes (Roche). La
digestion se llevd a cabo a 37 °C durante toda la noche en el caso del inserto y
durante 2 h en el caso del vector. A continuacion, el vector fue digerido con shrimp
alcaline phosphatase (SAP; Roche), incubandolo 15 min a 37 °C y posteriormente
se inactivé el enzima incubando a 74 °C durante 15 min. Los productos de digestién
se separaron en geles de agarosa al 0,8 % (Apartado 2.2), se seleccionaron las
bandas del tamano 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 ligacion con el kit de

ligacion rapida de DNA (Roche), usando una relacion de inserto a vector de 3:1.

Se transformaron células competentes de E. coli One Shot Top10 con 15 pl de
la ligacion y los transformantes se seleccionaron en placas LBA. Los plasmidos de
varios transformantes se aislaron mediante el kit de extraccién de plasmidos
(Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Technical Bulletin, Promega)
y se analizaron varios clones mediante PCR y/o digestion con enzimas de
restriccion, segun las condiciones del fabricante. Finalmente, el fragmento de DNA
clonado se secuencio en el Servei Central de Suport a la Investigacio Experimental
(SCSIE) (Universitat de Valéncia).

1.1.3.  PLASMIDOS UTILIZADOS

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

Tabla M.1. Listado de plasmidos utilizados.

Plasmido Descripcion Procedencia
pRS415 LEU2, CEN Sikorski y Hieter, 1989
pRS415-CTH2 LEU2, CEN Puig et a/, 2005
p416TEF URA3, CEN Mumberg et al, 1995
p416TEF-CTR1 URA3, CEN Laboratorio Dr. Sergi Puig
p416TEF-CTR1A300 URA3, CEN Presente trabajo
pACT2 LEU2, CEN
pACT2-ScCth2 LEU2, CEN Puig et a/, 2005
pACT2-AtCth2 LEU2, CEN Presente trabajo
pACT2-AtCth2C243R LEU2, CEN Presente trabajo
pIIIA/MS2-1 ADE2, URA3, 2y SenGupta et a/, 1996
pIIIA/MS2-1-SDH4 ADE2, URA3, 21 Puig et a/, 2005
pIIIA/MS2-1-ARPN ADE2, URA3, 2y Presente trabajo
pIIIA/MS2-1-LAC17 ADE2, URA3, 2u Presente trabajo
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1.2.

Saccharomyces cerevisiae

Condiciones de crecimiento en medio liquido

Las cepas de levadura que se han utilizado se cultivaron a 30 °C en agitacion

(190 rpm) en los siguientes medios de cultivo:

Medio rico YPD: extracto de levadura 1 % (p/v), peptona
bacterioldgica 2 % (p/v) y glucosa 2 % (p/v).

Medio sintético completo (SC): base nitrogenada para levadura sin
aminoacidos y sin sulfato amdnico (Difco) 0,17 % (p/v), (NH4)2S04 0,5
% (p/v), mezcla de requerimientos preparada (Formedium) 0,2 %
(p/Vv) y glucosa 2 % (p/v). En el caso de los experimentos con cepas
de levadura transformadas, se utilizd medio SC sin uno o varios

requerimientos para el mantenimiento de los plasmidos.

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

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

SC, o con ausencia de algun requerimiento, cuando fue necesario, y se cultivd

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

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

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

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

Condicién control: las células crecidas durante toda la noche se
reinocularon en medio SC que carecia del requerimiento especifico
para mantener el plasmido.

Condicién deficiencia de Fe (-Fe): para inducir la deficiencia de Fe se

utilizd el medio SC que carecia del requerimiento especifico para
mantener el plasmido, suplementado con el quelante sulfato de
bazofenantrolina (BPS, Sigma) a una concentracion final de 100 pM.
Dicho quelante es especifico de Fe*2 y que es impermeable a la

membrana plasmatica.
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o 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 SOLIDO

El medio sdlido se obtuvo afiadiendo agar bacterioldgico 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 sdlido se llevaron a cabo a partir de cultivos crecidos
durante toda la noche y reinoculados hasta la fase exponencial al dia siguiente, en
medio SC que carecia del requerimiento especifico para mantener el plasmido. Se
iguald la DOggo 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:

e  Condicién control: medio SC que carecia del requerimiento especifico
para mantener el plasmido.

e Condicién deficiencia de Fe (-Fe): para inducir la deficiencia de Fe se

utilizd el medio SC que carecia del requerimiento especifico para
mantener el plasmido (SC-ura), suplementado con BPS (Sigma) a una
concentracion final de 100 pM; y medio suplementado con 3-(2-
piridil)-5,6 bis (4-dcido fenol sulfonico)-1,2,4-triacina (ferrocina,
Sigma) a una concentracién final de 1 mM. La ferrocina es un quelante
de Fe*Z que es impermeable a la membrana plasmatica.

e  Condicién minima de crecimiento (MM): para comprobar la capacidad

de las cepas de crecer sin lisina en el medio, se utilizd un medio
preparado de forma casera, afiadiendo los aminoacidos esenciales por
separado (extracto de levadura 1 % (p/v), (NH4)2S04 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).

e  Condiciones respiracién (etanol-glicerol): para comprobar la capacidad

de las cepas de respirar, se utilizd un medio SC que carecia del
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requerimiento especifico para mantener el plasmido (SC-ura), en el
que se sustituye la glucosa por etanol 2 % y glicerol 3 %.
e Medio con marcador de estrés oxidativo (azul de metileno): para

observar el efecto del estrés oxidativo, se utilizd medio SC que carecia
del requerimiento especifico para mantener el plasmido (SC-ura),
suplementado con azul de metileno 1 %, que acta como marcador
de las células con estrés oxidativo.

o 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.

e Condiciones para ensayo triple hibrido: se utiliza el medio SC-ura-leu

debido a la doble transformacion de la cepa L40 coat con los plasmidos
pACT2 y pIIIA/MS2.1. Para comprobar si se produce la interaccion se
utiliza el medio SC-ura-leu-his y para forzar las condiciones de
interaccion se utilizan diferentes concentraciones del inhibidor de la

histidina 3-aminotriazol (3-AT) en SC-ura-leu-his.
1.2.2. TRANSFORMACION DE LEVADURA

La transformacion de S. cerevisiae con plasmidos se llevd a cabo utilizando el
método de transformacidn con acetato de litio descrito en Gietz y Woods (2006).
Las células se sembraron en placas de medio selectivo, cultivandolas a 30 °C hasta
la observacion de colonias (2 o 3 dias). Los transformantes obtenidos se purificaron
por triple estria para asegurar que se parte de una colonia procedente de una Unica

célula transformada.
1.2.3. CFPAS UTILIZADAS DF S. CEREVISIAE

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

Cepa Genotipo Procedencia
MATa, his3A1, /eu2A0,
BY4741 Research Genetics
met1500, ura3A0
cth1Acth2A BY4741 cthl::kanMX4 cth2::HisMX6 | Puig et al, 2005
MATa, ctrl::ura3::Kan®, ctr3::TRP1,
ctriActr3A Puig et a/, 2002
his3, lys2-802
MATa, ura3-52, leu2-3, 112,
L40 ¢ his34200, trp1A1, ade2, LYS2::(LexA Rolf Sternglanz,
coa
op)-HIS3, ura3::(LexA-op)-LacZ, LexA- Stony Brook
MSZ2coat (TRPI1).

1.3.  Arabidopsis thalianay Oryza sativa

En este trabajo se han utilizado plantas de:

1.3.1.

Arabidopsis thaliana: silvestres (WT) ecotipo Columbia (Col 0) y el
mutante de sobreexpresidn constitutiva del transportador de Cu de
alta afinidad COPT1 dirigida por el promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV35S) denominadas plantas COPT1°E (C109F)
(Andrés-Colas et al., 2010)

Oryza sativa: silvestres (WT) subespecie japonica (Nippombare) y dos
lineas transgénicas sobreexpresoras constitutivas del transportador
COPT1 de Arabidopsis dirigidas bajo el promotor CaMV35S:
(AtCOPT10E-1 (C19E-1) y AtCOPT1©E-2 (C1©E-2) obtenidas en el
presente trabajo.

CULTIVO EN MACETA

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

arena y vermiculita en relacién 2:1:1, se taparon con pléstico transparente y se

estratificaron durante 2 d a 4 °C para sincronizar la germinacion. Después, las
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macetas se trasladaron a cabinas de crecimiento (Sanyo Growth Cabinet MLR-
350T) en condiciones de dia largo (16 h de luz a 23 °C y 8 h de oscuridad a 16
°C). Una vez desarrolladas las silicuas, las plantas se dejaron secar y se procedio

a la obtencion de las semillas mediante procedimiento manual.

Las semillas de O. sativa se sembraron en macetas de 22 x 20 cm que contenia
una mezcla de sustrato (SEED PRO5050 Projar Professional) y perlita (pH 6-6.5)
en relacion 3:1. Las plantas crecieron en invernadero bajo condiciones de dia largo
(16 h de luz, 23 °C / 8 h oscuridad, 17 °C). La humedad relativa se mantuvo entre

65 y 83 % hasta la obtencidn de 6-7 hojas en las paniculas.
1.3.2. CULTIVO EN PLACA

Este sistema de cultivo se utilizd para evaluar el crecimiento de las
plantulas en diferentes concentraciones de metales. Las semillas se desinfectaron
de manera superficial con lejia comercial 30 % (v/v) y Triton X-100 0,02 % (p/v),
se lavaron 4 veces con H,0 estéril y se resuspendieron en fitoagar 0,01 % (p/v)
estéril. A continuacién, las semillas se estratificaron durante 2 d a 4 °C para
favorecer la germinacion sincronizada y se sembraron en placa. Las semillas
crecieron en condiciones de dia intermedio (12 h deluza 23 °Cy 12 h de oscuridad
a 16 °C) en camaras de germinacion Sanyo Growth Cabinet MLR-350T durante 7-
8d.

En el caso de A. thaliana se utilizo:

e Medio 2 MS (Murashige y Skoog, 1962) preparado con los
componentes por separado: macronutrientes (Sigma) (NHsNOs 10
mM, KNO3 9,4 mM, MgS0O4'7 H,O 0,37 mM, KH,PO4 0,62 mM y
CaCl; 1,13 mM), micronutrientes (H3BO3 50 uM, MnSO4-H,0 36,6
MM, ZnS04°7H,0 15 pM, NaMoO4 2H,0 0,57 pM y CoCl,*6 H,0 0,05
MM, KI 0,25 mM), MES 0,05 %, sacarosa 1 % vy fitoagar 0,8 %
(Duchefa); ajustado a pH 5,7 con KOH, adicionando Fe-citrato y
CuS04 seguin condiciones de estudio.

Para el estudio de las plantulas de arroz se utilizaron:

49



Material y Métodos

e Medio 2 MS comercial (Sigma), MES 0,05 %, sacarosa 1 % y
fitoagar 0,8 % (Duchefa); ajustado a pH 5,7 con KOH, adicionando
CuS04 seguin condiciones de estudio. Para exacerbar la deficiencia
de Cu se afadid el quelante dcido disodio de batocuprinico
disulfonico (BCS) 100 uM.

o Medio 2 MS preparado con los componentes por separado:
macronutrientes (Sigma) (NHsNOs 10 mM, KNO3 9,4 mM, MgSO4°7
H,0 0,37 mM, KH,PO4 0,62 mM y CaCl; 1,13 mM), micronutrientes
(HsBOs 50 pM, MnSO4'H,O 36,6 pM, ZnSO4'7 HO 15 pM,
NaMoO4'2 H,0 0,57 uM y CoCl,'6 H,0 0,05 pM, KI 0,25 mM), MES
0,05 %, sacarosa 1 % Yy fitoagar 0,8 % (Duchefa); ajustado a pH
5,7 con KOH, adicionando o no Fe-EDTA y CuSO; segun
condiciones de estudio.

1.3.3. OBTENCION PLANTAS TRANSGENICAS DE O. SATIVA

El casete de expresion CaMV355::AtCOPTI-HA::NOS (Andrés-Colas et al.,
2010) se extrajo del plasmido pBI121 con los enzimas de restriccion HindIIl'y Sacl
y se clond en el vector binario pCMABIA1305. 1 (Cambia, http://www.cambia.org/).
El plasmido resultante se transformé en la cepa de Agrobacterium tumefaciens
C58. Se transformaron plantas de arroz (O. sativa L cv. Nipponbare) mediante la
obtencién y posterior transformacion de callos embriogénicos, siguiendo el
protocolo de Hiei et al. (1994).

2. TECNICAS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Obtencion de RNA total

La obtencion de RNA total de levadura se realizé a partir de 7 ml de cultivo
crecido durante 9 h, con una OD de partida de 0,2. Todo el volumen se centrifugd
a 4000 rpm 1 min a 4 °C, se lavo con 1 ml de agua fria y se volvié a centrifugar a

12000 rpm 30 s. Se elimind el sobrenadante por aspiracion y el pellet fue congelado
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en hielo seco y guardado a -80 °C hasta su utilizacion. Para realizar la extraccion,
se utilizo el PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del

fabricante.

Para la obtencion de RNA total de plantas se utilizaron plantulas de 7-8 d de
crecimiento. En el caso de Oryza, se separaron la parte aérea y la raiz, utilizando
sélo la primera para llevar a cabo la extraccion. El material recogido se lavd con
EDTA 20 uM y H,0 MilliQPLUS (Millipore), se congeld con N3 liquido y se guardo a
-80 °C hasta su utilizacién. Las extracciones se llevaron a cabo utilizando el kit
RNAeasy plant mini (Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante.

En ambos casos, se comprobd la calidad del RNA mediante un gel de
electroforesis para RNA (Apartado 2.2), en funcion de la integridad de las bandas
correspondientes a las subunidades ribosomales. La cantidad de RNA se cuantifico

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 tampdn MOPS [MOPS 40 mM, acetato sddico 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0]
y formaldehido 2,2 M. Las muestras se solubilizaron con el tampoén de carga
correspondiente [formamida desionizada 65 % (v/v) en MOPS 1X, formaldehido 7
% (v/v) y bromuro de etidio 20 pg/mL], se desnaturalizaron a 65 °C 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
tampdn TAE [Tris 40 mM; acido acético glacial 1,14 ml/L y EDTA 20 mM]. Las
muestras se prepararon en tampdn de carga 2X [glicerol 50 % (v/v); azul de
bromofenol 0,05 % (p/v); EDTA 100 mM]. Tras la separacion electroforética con
una corriente de 100 V, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio 10 pg/ml.

Los geles se visualizaron mediante un transiluminador de luz ultravioleta ( Uvitec),
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menos cuando habia que recuperar las bandas para su posterior clonacion, en cuyo
caso se utilizd una lampara UV de baja energia (IBI Kodak UV Transilluminator
Lamp).

2.3. Tratamiento con DNAsa y sintesis de cDNA

El tratamiento con DNAsa se realizd con una concentracion fija de RNA. Se
utilizd la DNAsa libre de RNAsa (Invitrogen) a 25 ©°C durante 15 min vy
posteriormente a 65 °C durante 10 min para desactivarla con 0,65 pl de EDTA 25
mM. En el caso de S. cerevisiae se llevod a cabo con 1 pg de RNA, mientras que en
plantas se partio de 1,5 ug.

El cDNA se obtuvo a partir de las muestras tratadas con DNAsa, mediante una
reaccion de transcripcion reversa. Para la obtencion de cDNA en S. cerevisiae se
utilizaron 2,5 I del RNA tratado al que se le afiadieron 0,5 I de Oligo dT plus 10
KM, 0,8 ul de dNTPs 10 mM (Promega) y 2,2 ul de HO para ajustar el volumen de
la reaccion. Se incub6 toda la mezcla a 65 °C durante 10 min. Pasados los 10 min,
se afadieron 2l Buffer RT 5X, 1,5 pl de H,0 y 0,5 pl de transcriptasa reversa
(Reverse Transcriptase Maxima, ThermofFisher). Se llevé a cabo la reaccion durante

30 min a 50 °C, mas 5 min a 85 °C para inactivar el enzima y parar a reaccién.

En el caso de plantas, se afadié el oligonucledtido reverso del oligo (dT)1s 50
Hg/uL (Roche), el RNA tratado con DNAsa y H,O, en un volumen final de 12 pl. El
RNA se desnaturalizé a 70 °C durante 10 min y, después de enfriar en hielo, se
anadieron 4 pl del tampoén RT 5X; 2 ul de DTT 0,1 M (ambos de Invitrogen); 1 |l
de dNTPs 10 mM (Promega) y 1 pl de transcriptasa reversa SuperScript 17200 U/l
(Invitrogen). La reaccién se incubd 1 h 30 min a 42 °C y la enzima se inactivo a 70

oC durante 15 min.
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2.4. RT-PCR semicuantitativa (sgPCR)

El material de partida en el caso de levaduras fue el gDNA, mientras que para
plantas se utilizé el cDNA obtenido en el apartado 2.3. En ambos casos se utilizo
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 reaccion contenia,
ademas del DNA molde, los oligonucledtidos del gen de interés 0,5 uM; 0,5 WL de
dNTPs 10 mM; 2,5 pL de tampdn comercial de PCR 10X; 0,75 pL de MgCl; (Bioline)
1,5 mMy 0,2 uL Bio7aq polimerasa (Bioline) 0,5 U, en un volumen final de 25 pl.
Las condiciones de PCR fueron las indicadas para cada par de oligonucledtidos
(Tabla M.3) (desnaturalizacion a 94 °C; hibridacion segun la pareja de cebadores;
y elongacién a 72 °C). 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- | acgGGATCCAAAATGGAAGGTATGAATATGGGT | 35 ciclos 50 °C
BamHI AGCAGCA

CTR1:300- | acgtAAGCTTATTTCTGAATTTCTCTTTGGATGT | 35 ciclos 50 °C
R-HindIIT CCCACCT
AtCTHZ2- cgcGGATCCATATGGAAAACAAAATCGCGCC 35 ciclos 50 °C
BamHI-F GTT
AtCTHZ2- cgcCTCGAGTCATGTGATCAGCTTGAGGGA 35 ciclos 50 °C
XhoI-R
Gen directo inverso Condiciones
CAATGGATCCATGAAC | CCTGAGGGAGGAACA . o
AtCOPT! GAAGG TAGTTAG 30 ciclos 60 °C
ATGATAACTCGACGGA | CTTGGATGTGGTAGC . o
185 TCGC CGTTT 20 ciclos 55 °C
TATCCCCCGGGTAGTT | TATCCCCCGGGTCTT
ARPN TGGAAGATTCAAACGG | TATATCATTTTCAGTA | 35 ciclos 58 °C
A TATATATTTTTTGAA
TATCCCCCGGGTCGGC | TATCCCCCGGGAGCT
LAC17 CATTTATCGGTTTGAC | GTGCAACAGTAAATA | 30 ciclos 64 °C
AT ATTGTA
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2.5. RT-PCR cuantitativa (gPCR)

Para llevar a cabo la qPCR de S. cerevisiae se realizd una dilucion 1/5 de las
muestras de cDNA. Se tomo una pequefia cantidad de cada una de las muestras
que se iban a analizar y se obtuvo una mezcla de todas para poder realizar un
curva patrén 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 realizd un mix que contenia: 2,1 pl de H,0, 5 UL
de Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen), 0,2 ul de
cada primer (directo e inverso, Tabla M4) 5 uM y 2,5 ul del cDNA dilucion 1/40. El
programa utilizado consistié en un ciclo inicial de 2 min a 50 °C, para evitar la
contaminacion con amplicones, un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
2 min y 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C e hibridacion y elongacion a 60 °C,
ambos de 30 s. Finalmente, se programo un ultimo ciclo con la curva de disociacion
(desde 65 a 95 °C, incremento de 0,5 °C por 0,05 s).

Tabla M.4 Listado de cebadores utilizados en S. cerevisiae en qPCR

Gen Secuencia (5°-3")

directo inverso
ACO! GCCATCAAGAGACCCATTGT ATCCAGCGTTTCCACATTCT
ACTI | TCGTTCCAATTTACGCTGGTT CGGCCAAATCGATTCTCAA
ARNZ TTCCTTTCGCTCCATTCAAG GAGATACCCAGCAGCCATTT
BIO2 CACGAGAACCTACGACGACA TCACCGAGACCCAAAATACC
CRS5 CTCTTGTCATTGTGGGAGCA GTGGTTTCGCATTTGCATTT
CTH2 GCAGTTTCATTCTCTCCAC TAGGTGCCGTGCTATTCAGG
CUPI1 CAATGCCAATGTGGTAGCTG GCAGCATGACTTCTTGGTTTC
FET3 TGACCGTTTTGTCTTCAGGT CTCCACGATTTCATCCTTCTC
FIT1 TCTAGGGATGCCCAATCTGT ACCAGCGGTAGTGGTTTGA
FIT3 CATCCTCTAGCACCGCTGAA CAATAACATGACGGCAGCAA
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FTR1 GGTCACTTGCCTTTCACCAA TTGCTCTTCCGTCAACTCCT
HEM15 | CCAAAGTTGATGGCCTAATG TATTCCGATTCCCCAATGAC
LEUI GCCAGACAAGGTATCGTCCA | TGAGTAGAGGTATGAGAGTCACCA
MRS4 GTCTTTGCGGTGGGATAAGT GTTTCGCTGCCTCTAACCTG
PGK1 | AAGCGTGTCTTCATCAGAGTTG CGTATCTTGGGTGGTGTTCC
RLI1 GAGCCCCTGAATCTTTGTTG CTTGGTCTGAAGGAGTTTGGA
RNR1I | CTGTGACTGCAAACGCAACTA AATGAGTGGCTACCTGTTGGA
SDH2 | CGAAGAAGGGTATGGCTACTG CACTTGGCTCGTCTGGATT
SDH4 GCACTCCCAATGATGCCTAC AATGGAACGACGGACAAGG
TRX2 | AGTTTCTTCCATGCCTACCCT GCTTGATAGCAGCTGGGTTG

Se realiz6 una curva estandar con diluciones seriadas de las muestras de cDNA
(2x101, 101, 2x1072 102, 2 x 103y 103), se normalizaron todos los datos frente

al valor de ACT1y se analizaron por el método 22€T (Sanvisens et al., 2014).

Para las PCR cuantitativas en tiempo real de plantas, los cebadores se

disefiaron 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 utilizd una concentracion de 300 nM
para todos los cebadores. A cada pocillo se afiadieron 6 L de la mezcla general de
reaccion Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen), 2 jL de
la muestra a analizar y la mezcla de cebadores directo y reverso, hasta un volumen
final de 10 pL. El programa de amplificacién consistié en un ciclo inicial de 2 min a
50 °C, para evitar la contaminacién con amplicones, un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 2 min y 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C e hibridacion
y elongacién a 60 °C, ambos de 30 s. Finalmente, se programé un Ultimo ciclo con
la curva de disociacién (desde 65 a 95 °C, incremento de 0,5 °C por 0,05 s).
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Tabla M.5. Listado de cebadores utilizados en plantas en qPCR

Gen Secuencia (5°-3")
directo inverso
ACO2 CAGACCACATCTCTCCAGCA | TACTTGCTGCATCGAAAACG
ANACO87 CAATCCAACCCCATCATTTC GTCATGTTCGCGTTCACATC
AOXIA TGGATGTCGAGCTATGATGC | GCGCTCTCTCGTACCATTTC
AOX1D CCATGCGATGTTGCTAGAGA | AAGCCAGGAAATATGCGTTG
ASNI TCAACGCCTTATGAGCCTCT | GCAAAAGGAATGGAGCTGAG
AtCADS AAGTCGGAGTTGGGTGTTTG | CAAGGGGAGATTGTCTGGAA
AICCR1 TATGTGGATGTTCGCGATGT | GGTTCTTCTCGTCCTTGCAC
ATHZ29 TCGTCACGTGTCTTCTCCTG | GGCGTGAATTTGGTTCTTGT
AtNASY ATGGTAGCAGCTCGTTTGGT | AGCAAAGCACCAGGAGACAT
AtRABSD CTCCGCTTCTCAATCCACTC | AAGCGAGAGCCATGGTTAGA
AtUBQ10 TAATCCCTGATGAATAAGTGT | AAAACGAAGCGATGATAAAG
TCTAC AAG
BGLUZ3 CAATGAGCCATGGGTTTTCT | TCCGGTAAGCTTCAACTGCT
BGLU30 CGGTCGTCGGAGAGAGTAAC | GCCTTGCAAAACACCAAAAT
BHLHO38 AGAGCTGCAACAGCAAGTGA | ACCAAGCCTAGTGGCAGAAA
bHLH100 AAACCGACGACGTATCCAAC GATTGGTGGGAGGAGACAA
bHLH101 TTGCTGTCCAGTTGCTACG GGCGTAATCCCAAGAGACAT
bHLH39 CAGAGCTGCAAGAGCAAGTG ACCAAGCCTAAGTCGCAGAAA
BRUTUS GCTCTGGCACAAGTCAATCA | CGTTCATCAAATGCCGATAA
CCH AAGTTGGTATGTCATGCCAA | ATATCAATGTCAAATGACTCA
COPT2 CCTTTCGTATTTGGTGATGCT AAACACCTGCAC\STI'AAAGGAC
CRK21 CCAAACCAACTTGACGGAGT | CCGGCAGCATGACCTATTAT
csp2 GTCCTACAACTGTGAAT TCCATGAGGCCCTGGAGT
CTH1 ACTGGAGCTTGTTGTTACGG | GTGGATGCCTAATCACAGGA
CTH2 CTACGCAGAACGGTGTCTGTG CCTCCT GATC?'I' CTTTCTTCC
elF6A TCTCGTGGGE(;GTI'ACT GTG | TCT GAACCG%-I/—-\CGAAAGAGGT
F6 'H1 TCTACACGTGCGTTCTCTGG AAATCGGTTCCTCTCCGTTT
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Fd2 GTCTCCGTTCCCTTCCATCA | TGAGAACAAACCCTTCACCA
FER1 CACCCAGCTAAGGATGATCG | TCAGAAGCATCTGGTCGAAA
FER3 AGAGTGTGTTTCTGAACGAA | CCAAACTGCGAGATTACAGC
FIT1 'I'I_I_I'CGCGG'IFATCAATCCTC GGTATGTGTCCGGAGAAGGA
FROZ2 GTTGGTTTATAGCCCGACGA | GGGCCGTAAGGACCTTCTAC
FRO3 GATTCTACTGGCTTCTCTTGG | CTAATCCGGCCTTCACTAAC
FSD1 ACCGAAGACCAGATTACATA | TGGCACTTACAGCTTCCCAA
IRT1 CCCCGCAAATGATGTTACCTT | GGTATCGCAAGAGCTGTGCA
ISPG TGGAAGAACGCTTTTCGACT CCGGGAGAACTICACCTACATA
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
SDHZ2-2 TGCCGCATATGTTTGTGATT | GCTAGGGCAAGACGTGCTAC
SOME-like GTTTAGCCGTCACGGTGATT | CTGACGTGGAGAATGAGCAA
7502 CTGGCTGAAGAAACGAGGAC | TCGCAGACGATTGATTTCAC
UPB1 AAGACCTTGTCGCGCAATAC | TTTCGGTCAAAACCTGAACC
ZAT12 GACACAGGAACGAGAGTGGG | TTCAACGTAGTCACCGTGGG

OsCOPT1 GGCGTACCTGCTCATGCT GTCGTTCTTGCGGTCCTC

OsCOPTS TGCACATGACCTTCTTCTGG CGCGAGCATGATGAGGTAT
OsCOPT7 CTCCGCCTTCTACCAGTACC | GGCGAGCATGAGGAGGTAG
OsFER2 CGCAGTAGCAATGGAGTGAA | CCCCAAAATACACCATCACC
OsFd1 AGGGATCGACCTGCCTTACT | ATGAGGTCGTCCTCCTTGTG
OsCDGSH | GGAAGGAGGAGGAGAAGGTG | CAAGTAAGGGCCCCACATTA
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OsATX1 AGTCCATGCCTCAGGTTGAT | ACCGACCTTGAGGACAACAG
OsMTI1c CAACCCCTGCAACTGCTAAA | CACTTGGTTTTCCAGCCATAA
OsMT1f TGAGAAGATCACCACCACCA | TTAGCAGTTGCAGGGGTTG
OsNAS1 AAGGTCGGTGCCGCCGCC TTAGACGGACAGCTCCTTGT
OsNASZ GTTCCAGAAGGCGGAAGAGT | GCCTAGCATCATCCACACAA
OsNAAT1 TTTATCCAAGGTGGCAGAGG | ATTGCTACCCAACCAAGTCG
Actinl ATCCTTGTATGCTAGCGGTC | ATCCAACCGGAGGATAGCAT
OsCDS1.1 GCATGTCAACC;'IA'GGACCACAC TCAGGATCAGGCATGGACAAC
OsCDS1.2 | TTTGTCCAAGAGGGAGATGG | CATTTCCAAGATCACCAGCA
OsCSD2 ATCACATGGATTTCGCAACA | GCCAGCAACAAGGCTGTTAT
OsFSD1.1 GTCGTACAGGCAGCTTCACA | GGATTCAAACATGGACAGCA
OsFSD1.2 | ACAAAGGCAGGGCTGTAGAT | TGGGTTGCCGTTGTTGTATG
OsHRZ1 GAATTCCACAAATGCCGGGA AGCCAGCAAGGCGTCCAA
GAAAGG
OsHRZ2 TGAAGCTGCATTGGTCACTC | TATCAGCCGTTTGTGAGCAG

Los datos obtenidos se analizaron mediante el método 222¢t (Livak y
Schmittgen, 2001). Para ello, se utilizd el gen de referencia (ubicuitina en
Arabidopsisy la actina en Oryza) y el valor de Ct para cada gen en particular y se
refiri6 al valor de Ct obtenido con el gen de referencia en esa misma muestra (ACt).
Posteriormente, este valor se refiridé al ACt de la muestra de referencia (valores

referidos al ACt promedio de las muestras de cDNA obtenido) y, de esta manera,

se obtuvo el valor AACt que se aplicd en la formula 2-22C,

2.6. Micromatrices de DNA

El estudio de expresién del genoma de arroz, se llevé a cabo utilizando
micromatrices de oligonucledtidos 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 bioldgicas independientes de la parte aérea de plantulas
de 8 d, cultivadas en cada condicién ((2 MS and 2 MS + 75 uM CuSOs) fueron
amplificadas con el Kit MessageAmp aRNA (Ambion). EI RNA amplificado (aRNA)
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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 bioldgica se marcé con Cy3 y Cy5, para
obtener 4 pares de réplicas intercambio de marcage (dye-swaps), que se usaron
para la hibridacion de las micromatrices. Tanto el RNA amplificado (aRNA), como
el aRNA marcado se cuantificaron en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000
(Thermo scientific). La hibridacion se llevd 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 irradiacion de ultravioleta (UV) de
180 m] 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 H,O milliQ (Millipore), se lavaron con etanol al 100 % 5 veces y luego se
secaron por centrifugacion a 200 g. Después de este pretratamiento, se hibridaron
durante la noche a 55 °C con solucién de hibridacion [48 pmol de cada muestra
etiquetada; formamida desionizada al 50 % (v/v)] 3X citrato de sodio salino (SSC);
Soluciéon de Denhardt [5X y SDS 0,1 % (p/v)]. La solucion de hibridacion se
desnaturalizd durante 5 min a 65 °C y se aplicd entre la micromatriz y un
cubreobjetos LifterSlip™ ( Erie Scientific). Después de la hibridacién, se lavaron con
SSC y SDS a concentraciones decrecientes y se secaron por centrifugacion 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 expresion se obtuvieron con el software de analisis de microarrays GenePix Pro
6.0 (Axon Molecular Devices). El control de calidad, la normalizacién y la
determinacion de los genes expresados diferencialmente se llevaron a cabo en R
usando el paquete Limma (Smyth, 2005), como se describié previamente Andrés
et al. (2009). Para determinar la relacion de falsos positivos (FDR), los valores de
P se ajustaron mediante una prueba muiltiple de acuerdo con el método de
Benjamini y Hochberg (1995). Los genes que mostraron una expresion diferencial
con un minimo de fold-change (FC) de 2 para ambas condiciones, representados
como logy (FC) = | 1| (-1> /log-fold change ['/> MS + 75 uM / > 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 publica de NCBI (GSE8910).

2.7. Técnica de inmunodeteccion de proteinas

2.7.1.  OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Las plantas para realizar la extraccion de proteinas fueron cultivadas en %2 MS
+ CuS04 75 uM, durante 7 d, se congelaron en N; liquido y se guardaron a -80 °C
hasta su utilizacion. La extraccion de proteinas se llevo a cabo triturando el material
con un micropistilo en N; liquido, para posteriormente afiadir tampon SDS 3X [Tris-
HCI 250 mM, pH 6,8; glicerol 20 % (v/v); SDS 4 % (p/v); B-mercaptoetanol 10 %
(v/v) y azul de bromofenol 0,025 % (p/v)], afadiendo una relacion 1:2 (p/v). La
muestra se hirvid durante 30 min a 90 °C y se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C
durante 30 min para eliminar los restos celulares y el tejido restante que no se
haya disgregado. Se recogid el sobrenadante y se guardd a -20 °C. Se cargaron 20
ul del extracto de proteina y se separd por electroforesis en geles de poliacrilamida
al 12,5 % (p/v) con SDS.

2.7.2.  TRANSFERENCIA Y DETECCION DE PROTEINAS

La transferencia de los geles de proteinas se realiz6 a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um (Biorad) a 40 V durante 3 h, utilizando tampdn de
transferencia [Tris 25 mM, pH 9,3; glicina 192 mM y metanol 20 % (v/v)]. Para
comprobar la presencia de las proteinas en la membrana, se llevé a cabo la tincion
de la membrana con una solucién con Ponceau (Ponceau 0,1 % en acido acético 1
%). Después se destifid la membrana con una disolucién de acido acético 1% y se
realizaron 3 lavados con TTBS [Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 0,5 M y Tween-20
0,1 % (v/v)].

La inmunodetecciéon en membrana se realizé utilizando el anticuerpo anti-HA

marcado con peroxidasa diluido (1/10000) en tampdn TTBS. En primer lugar, se
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blogued la membrana con leche desnatada en polvo 5 % (p/v) durante 30 min y
se lavo con tampdn TTBS 5 min. La membrana se incubd con el anticuerpo primario
durante 1 h y se lavo con TTBS 3 veces, de 10 min cada uno. La deteccién final
del complejo antigeno/anticuerpo-peroxidasa se efectué 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. Determinacién del contenido endogeno de cobre y hierro

Para determinar el contenido en Cu y Fe en levadura, se recogieron 5 ODgqo de
células por centrifugacion a 4000 rpm durante 1 min a 4 °C, se lavd el material
recogido con EDTA 1 mM, se volvid a centrifugar 12000 rpm 30 s, se lavo dos veces
con H,0 MilliQPLUS (Mlllipore) y se elimind el sobrenadante por aspiracion. El pellet
se congeld en hielo seco y se guardd a -80 °C. Para llevar a cabo la digestion de
las muestras, se utilizd HNOs 3 % (v/v) Suprapur® durante 12 h a 100 °C en

agitacion.

Las plantulas de Arabidopsis de 7 d de crecimiento se lavaron con EDTA 20 uM
y H,O MilliQPLUS (Mlllipore), se secaron y se congelaron en N; liquido y se
guardaron a -80 °C. En el caso de Oryza, las plantulas de 8 d se separaron la raiz
y los brotes, se lavaron con EDTA 20 uM y H,0 MilliQPLUS (Millipore), se secaron
y se congelaron en N, liquido. Para el andlisis de las hojas jévenes y viejas, el
material se recogid y se congeld en N; liquido.

Posteriormente, todo el material se liofilizd utilizando un liofilizador ( VirTis sp
scientific) durante 3 d. El material se pesdé para obtener el peso seco de las
muestras y se llevd a cabo la digestion del material en HNOs 65 % (v/Vv) Suprapur®
durante 12 h en un bafio a 100 °C.

Las muestras se analizaron por espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS) en el Servei d Instrumentacio Cientifica

(Universitat Jaume 1), o en el Servei Central de Suport a la Investigacio
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Experimental (SCSIE) (Universitat de Valencia). Cada medida se realizé por

triplicado a partir de muestras de 3 experimentos bioldgicos independientes.

2.9. Triple Hibrido

El ensayo de triple hibrido en levadura nos sirve para detectar si se produce la
interaccion entre la proteina Cth2 y la secuencia ARE en el extremo 3 "UTR del RNA
(Figura M.1).

LexA op | HIS3  _—>—

Figura M.1 Esquema representativo del ensayo de triple hibrido

para testar la interaccion de la proteina Cth2 con el fragmento 3 'UTR
del RNA. Figura modificada de Puig et a/, 2005.

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 Secuenciacién del Servei Central de Suport a la Investigacio
Experimental (SCSIE), se digirieron con el enzima Smal y se clonaron en el vector
pIIIA-MS2.1.
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» 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.

Para obtener la proteina AtCth2 se utilizaron como molde dos fragmentos, uno
con la secuencia de la proteina silvestre (AtCth2) y otro con una mutacion 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 Xhol y se clonaron en el vector pACT2. Una vez obtenidas

ambas construcciones se cotransformd la cepa L40 coat.

SDH4

AreN ()
taci7(O O O

Figura M.3. Combinaciones de las transformaciones realizadas para llevar a

&
plita/Ms2.1 ()
9,

cabo el ensayo de triple hibrido.

Se partié de un pre-cultivo de cada una de las combinaciones en SC-ura-leu.
Se reinocularon 2 ml de SC-ura -leu con 40 pl del pre-cultivo y se dejaron crecer
durante 5 h a 30 °C con 190 rpm de agitacién. Pasadas las 5 h se igualaron todas

las muestras a ODggo de 0,1 y se sembraron en placas con diferentes medios:

e  SC-ura-leu, condiciones control para comprobar la cotransformacion.

63



Material y Métodos

e  SC-ura-leu-his, sdlo creceran aquellas cepas donde se produzca la
interaccion entre el RNA y la proteina, ya que se expresara el gen
HIS3.

e  SC-ura-leu-his + [3-AT], diferentes concentraciones de 3-AT para

forzar las condiciones de interaccion.

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 °C.

3. TECNICAS DE ESTUDIO DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

3.1. Medida de peso fresco vy longitud de raiz

Para obtener las medidas de peso fresco y la longitud de las raices, se
sembraron semillas como se describe en el apartado 1.3.2. y para cuantificar la
longitud de las raices las placas se incubaron en posicion vertical durante los 7 d
de crecimiento de las plantulas. Las medias de peso fresco se realizaron recogiendo
3-5 plantulas, pesandolas en una balanza de precisidon (Sartorius research) y
dividiendo la medida de peso fresco por el nimero de plantulas recogidas en cada
caso. Las medidas de longitud de raiz y tallo se realizaron a partir de fotografias
con una camara digital (Panasonic, Lumix TZ-35), obtenidas de plantulas de 7-8 d,
y analizadas mediante el programa informatico Image J
(htpp://rsbweb.nih.gov/ij/).

3.2. Determinacion del contenido en clorofilas

El contenido en clorofila total en plantulas de Arabidopsis se determind por el
método triclorométrico (Parsons y Strickland, 1963). Se recogié el material, se pes6
y se congeld a -80 °C para su posterior utilizacién. Se anadi6 acetona fria 80 % en
una relacién 50 mg/ml. Se triturd el material con micropistilo y se incubaron a 4 °C
en agitacion durante 24 h, manteniendo el material en oscuridad durante todo el
proceso. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min y se recogid
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el sobrenadante. Se midié la absorbancia a 664.5 nm y 647 nm, que corresponden
con los maximos de absorcion de las clorofilas A y B, respectivamente. Por ultimo,

se determiné el contenido en clorofila total mediante la ecuacion:

> Clorofila Total = ((17.95 * Ags7) + (7.9 * Asss5)) / (Ml acetona* g peso fresco)

3.3. Medida de hormonas

Para la determinacion del contenido de acido abscisico (ABA), acido indoal-3-
acético (TIAA) y acido jasmdnico (JA), las plantulas 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 Cuantificacion de Hormonas
Vegetales del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP,
Valencia).

3.4. Tincion de Perl

Plantulas de 3-5 d o semillas de arroz WT y las dos lineas transgénicas
germinaron en 2 MS con diferentes concentraciones de Cu. Se embebieron con
una mezcla 1:1 de HCl 4 % (v/v) y ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN)s'3H,0,
solucion de tincion de Perl) 4 % (v/v) durante 15 min y posteriormente se

incubaron 30 min a temperatura ambiente (Stacey et a/., 2008).

3.5. Actividad ferrorreductasa

Para la determinacion de la actividad ferrorreductasa, se recogieron 3 plantulas
de 7 d y se pesaron. A continuacién, se hizo una mezcla 1:1 con disulfonato de
bathofenantrolina (BPDS, Sigma) 300 uM y Fe III-EDTA 100 uM. Se afiadié 1 ml de
dicha mezcla a la muestra y se incubd a 30 °C en agitacion 225 rpm y en oscuridad.
Pasados 30 min, se recogid la solucién y se midié la absorbancia Asss (Grillet et al.,
2014a).
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3.6.  Respiracién

Para estudiar la respiracion en levaduras, la cepa BY4741 se transformo con
el plasmido p416TEFCRT1A300. Se reinocularon en SC-ura, a una ODggo de 0,2 y
se les aplicaron los diferentes tratamientos durante 9 h. Las células
correspondientes a 2 ODgoo Y Se resuspendieron en 1 ml de medio de respiracion
YPEG (1 % extracto levadura, 2 % peptona, 2 % etanol, 3 % dglicerol), y se
transfirieron a una camara hermética. Se procedié a realizar la medicion del
consumo de O, usando un electrodo de O tipo Clark (Oxyview system) durante un
minimo de 6 min. La tasa de disminucion de O,, referenciada a la cantidad de
células (nmol Oz / ODggo * min), se tomd como indice de la capacidad respiratoria.

Para estudiar la respiracion en Arabidopsis, se utilizaron 14-16 raices de
plantulas de 10 d, crecidas en diferentes condiciones. Se cortaron las raices con
bisturi y se resuspendieron en 1,5 ml de medio 2 MS liquido sin sacarosa
[macronutrientes (Sigma) (NHsNO3 10 mM, KNO3 9,4 mM, MgS04'7H,0 0,37 mM,
KH,PO4 0,62 mM y CaCl, 1,13 mM), micronutrientes (H3BO3 50 pM, MnSO4'H,0
36,6 pM, ZnS04'7H,0 15 pM, NaMoO42H,0 0,57 uM y CoCly'6H,0 0,05 pM, KI
0,25 mM), MES 0,05 % y ajustado a pH 5,7 con KOH). Las raices se transfirieron
a una camara hermética y se realizd la medicién de consumo de O, usando un
electrodo tipo Clark (Oxyview system). En este caso se realizé la medicion de
consumo de O, durante un minimo de 5 min. La tasa de disminucién de O,
referenciada al P. F de las raices (nmol Oz / ODgqgo * P.F.) se tomd como indice de
la capacidad respiratoria.

3.7. Estrés oxidativo

Para llevar a cabo el estudio del estrés oxidativo se utilizaron placas con:

e  Azul de metileno: medio SC que carecia del requerimiento especifico
para mantener el plasmido, suplementado con azul de metileno 1 %.
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Ademas de su utilizacion 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. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

En el capitulo 1, los andlisis estadisticos de los datos obtenidos en levadura
se han realizado utilizando el test t-Student de dos colas. Para los capitulos 2 y 3,
el andlisis estadistico de la expresion relativa se llevd a cabo comparando la
expresion relativa de los genes (RT-PCR), basado en una comparacion de a pares,
fijado en un test de reasignacion aleatoria (p<0,05) (Pfaffl, 2001). Para el resto de
parametros, se llevd a cabo un analisis ANOVA de dos vias 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 parametros, se realizd un test no-paramétrico
Kruskal ~ Wallis, utilizando el software  InfoStat,  version 2010
(http://www.infostat.com.ar) (Di Rienzo et al., 2018).
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7