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INTRODUCCION

1. EL COBRE COMO MICRONUTRIENTE EN LAS PLANTAS

El Cobre (Cu) es un metal de transicion esencial para la mayoria de organismos vivos
(Festay Thiele, 2011; Ladomersky y Petris, 2015). En las células, el Cu puede estar presente
en dos estados de oxidacion, Cu*y Cu?*, lo que lo convierte en un cofactor idéneo de proteinas
involucradas en reacciones de oxidacion-reduccion. El Cu es utilizado por una gran variedad
de enzimas con funciones en respiracion y fotosintesis (Hansch y Mendel, 2009; Nouet y col.,
2011; Finazzi y col., 2015), y se le atribuye un papel central en el control de oxidacion-
reduccion y transporte electronico de las células (Ravet y Pilon, 2013).

Sin embargo, las mismas propiedades que hacen del Cu un metal esencial, pueden
ser dafiinas para la célula, ya que se trata de un elemento altamente reactivo que puede
generar especies reactivas de oxigeno (ROS), que, a su vez, pueden provocar dafios en los
componentes celulares, afectar al transporte celular e interferir en la concentracion de
metabolitos (Wintz y Vulpe, 2002; Banci y col., 2010; Lépez-Maury y col., 2012). Por lo tanto,
los organismos vivos han desarrollado sofisticados mecanismos para mantener la
homeostasis celular y sistémica, que permiten un eficiente uso de dicho metal, a pesar del
potencial dafio que puede constituir para las células (Grotz y Guerinot, 2006; Ellingsen y col.,
2007; Hansch y Mendel, 2009).

2. DEFICIENCIA Y TOXICIDAD DEL COBRE

La concentracion de Cu en el suelo presenta una amplia variacion, encontrandose
concentraciones menores de 5 ug g* en paises como Bélgica, Croacia o Grecia, mientras que
valores superiores a 100 pug g* también se han encontrado en paises como Italia, Noruega o
Espafia (Heijerick y col., 2006). El Cu se encuentra principalmente de manera insoluble en los
suelos, adsorbido a arcilla, CaCO3z 0 materia organica, lo que se ve incrementado en suelos
alcalinos, que representan aproximadamente el 30% de los suelos del mundo (Bradl, 2004;
Palmer y Guerinot, 2009). De esta forma, en el medio ambiente, la deficiencia de Cu es més
comun que la toxicidad (Ravet y Pilon, 2013), aunque cabe destacar que en condiciones de
campo es poco frecuente la deficiencia de un solo elemento, siendo mas comdn que la

deficiencia sea mdltiple (Barcel6 y col., 2001).

Por otra parte, la cantidad de Cu en las cosechas tiene un enorme impacto econémico
debido a que el contenido de Cu es importante para la productividad animal y afecta a

funciones esenciales de los animales incluyendo el metabolismo de lipidos (Ward y Spears,



1997; Adrees y col., 2015) . La cantidad de Cu presente en los tejidos fotosintéticos de las
plantas se encuentra en el rango de 5-20 ug g* de peso seco, dependiendo de la especie.
Este amplio rango de Cu en las plantas sugiere una necesidad variable de Cu por parte de
éstas (Fernandes y Henriques, 1991; Marschner, 1995).

En condiciones experimentales, en la especie Arabidopsis (A.) thaliana, la
concentracion de Cu en el medio por debajo de 0,5 uM corresponde con una disponibilidad
subo6ptima de Cu, mientras que la concentracion por encima de 5 M constituye un exceso

para el crecimiento de las plantas (Lequeux y col., 2010; Andrés-Coléas y col., 2013).
2.1. DEFICIENCIA DE COBRE

Tanto la deficiencia de Cu como la toxicidad pueden ocasionar dafios en las plantas
apreciables por la aparicion de sintomas caracteristicos. Una cantidad insuficiente de Cu en
las plantas puede producir fenémenos que afectan, en primer lugar, a los tejidos jévenes y
reproductivos (Marschner, 1995; Puig y col., 2007a; Hansch y Mendel, 2009). Las plantas
sometidas a deficiencia de Cu sufren una reduccién en el crecimiento, clorosis de las hojas
jévenes, curvatura de los margenes de las hojas, dafio en los meristemos apicales,
disminucion de la formacion de frutos, defectos en la pared celular, disminucién del desarrollo
y viabilidad del polen y desarrollo embrionario incorrecto (Dell, 1981; Barcel6 y col., 2001;
Burkhead y col., 2009).

La deficiencia de Cu produce también una reduccion de la actividad fotosintética y
aumento de la movilizacién y adquisicion de Cu (Henriques, 1989; Yruela, 2013; Billard y col.,
2014; Shahbaz y col., 2015). Otro de los problemas derivados del desequilibrio nutricional es
el hecho de que la deficiencia de Cu puede causar el exceso relativo de otros metales en la
célulay, consecuentemente, las proteinas que carecen de su cofactor nativo son susceptibles

de incorporar un metal incorrecto (L6pez-Maury y col., 2012; Blaby-Haas y Merchant, 2014).
2.2. EXCESO DE COBRE

Por el contrario, el Cu también puede aparecer en exceso en el suelo de determinadas
areas. Los metales pesados se encuentran de manera natural en el suelo y éstos pueden
aparecer en niveles toxicos de manera inherente o debido a actividades antrépicas como la
mineria o el uso excesivo de fertilizantes y fungicidas (Fernandes y Henriques, 1991; White y
Brown, 2010; Wuana y Okieimen, 2011).

El exceso de Cu puede producir una reduccion en la biomasa de la parte aérea y

radicular de las plantas (Wojcik y Tukiendorf, 2003; Lequeux y col., 2010), clorosis y necrosis
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de las hojas (Drazkiewicz y col., 2004; Bouazizi y col., 2010), disminucién de la viabilidad de
las células de la raiz (Rodrigo-Moreno y col., 2013), remodelacion del sistema radicular,
alteracion del patron de auxinas, cambios en la deposicion de lignina (Lequeux y col., 2010) e
inhibicion de la germinacién (Sethy y Ghosh, 2013).

El exceso de Cu también afecta a la actividad fotosintética (Yruela, 2013), causa
peroxidacion de lipidos, dafios en el ADN y proteinas (Festa y Thiele, 2011; Adrees y col.,
2015), afecta a la adquisicién de otros nutrientes esenciales (Adrees y col., 2015) y favorece
la produccién de ROS vy estrés oxidativo (Yruela, 2009; Chaffai y Koyama, 2011; Sethy y
Ghosh, 2013). Las especies de oxigeno parcialmente reducidas se producen cuando el
oxigeno molecular acepta electrones de otras moléculas (Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004;
Ravet y Pilon, 2013). Las zonas de mayor generacion de ROS son los centros de reaccion del
Fotosistema | (PSI) y el Fotosistema 1l (PSIl) en los tilacoides (Asada, 2006). Algunos
procesos dependientes de Cu reducen el oxigeno a superdxido (O2) o perdxido de hidrogeno
(H202), moléculas que tienen, por si mismas, una citotoxicidad limitada, pero que pueden ser
sustratos para la produccion de radicales hidroxilo (OH-), que no pueden ser eliminados
enzimaticamente y son los mayores responsables del dafio oxidativo en los sistemas
biolégicos (Robinson y Winge, 2010; Ravet y Pilon, 2013).

3. PRINCIPALES CUPROPROTEINAS

Las funciones mas destacadas del Cu en plantas superiores estan relacionadas con la
fotosintesis, respiracién mitocondrial, percepcién del etileno, metabolismo de la pared celular,
proteccion frente al estrés oxidativo, sintesis del cofactor de molibdeno y regulacién del ciclo
circadiano (Puig y col., 2007a; Hansch y Mendel, 2009; Perea-Garcia y col., 2010; Mendel,
2013). Las proteinas principales de Cu son la plastocianina (PC), la citocromo c oxidasa (COX)
y la cuprozinc superoxido dismutasa (Cu/ZnSOD). El Cu también se encuentra formando parte
como cofactor del receptor de etileno ETR1 (Ethylene Receptor 1), polifenol oxidasas (PPO),
amino oxidasas, lacasas y plantacianina (Palmer y Guerinot, 2009; Yruela, 2009; Garcia y col.,
2014).

3.1. PLASTOCIANINA

La PC es la cuproproteina més abundante en plantas superiores, con
aproximadamente el 50% del Cu plastidial (Fernandes y Henriques, 1991; Marschner, 1995;
Nouet y col., 2011). Se trata de una proteina esencial, involucrada en el transporte electrénico
fotosintético desde el citocromo f en el complejo citocromo be/f al P7oo* en el PSI, y esta

localizada en el lumen de los cloroplastos (Katoh, 1960; Gorman y Levine, 1965; Redinbo y
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col., 1994). En A. thaliana, esta proteina esta codificada por dos genes, AtPC1 y AtPC2 (Gupta
y col., 2002). Ambas isoformas tienen una funcién redundante y se acumulan en los tilacoides
a un nivel aparentemente superior al necesario para mantener el transporte electrénico
fotosintético, lo que indica que podria actuar como tampdn del exceso de Cu y/o reserva
(Abdel-Ghany, 2009; Pesaresi y col., 2009). La PC se encuentra en los tejidos fotosintéticos,
especialmente en las hojas y estd ausente en raices. Se ha visto que esta proteina esta
regulada por Cu (apartado 4.4.3) (Ravet y col., 2011).

3.2. CITOCROMO C OXIDASA

La citocromo ¢ oxidasa (COX o complejo IV) se trata de un complejo proteico de
localizaciébn mitocondrial que se encuentra formando parte de la cadena de transporte
electrénico respiratorio. Constituye el Gltimo complejo enzimatico y es capaz de aceptar
electrones del citocromo ¢ para convertir el O, y H* en agua. El complejo IV utiliza el Cu como
cofactor para su correcto funcionamiento, asi como grupos hemo, Mg, Zn y Na. Esta
constituido por 11-13 subunidades y su ensamblaje requiere la coordinacién de la expresion
génicay proteica, asi como distintos factores de ensamblaje (Nouet y col., 2011; Garciay col.,
2014).

3.3. SUPEROXIDO DISMUTASA

Otra proteina de Cu mayoritaria es la Cu/ZnSOD. Las SOD catalizan la rapida reaccion
de dismutacion del superdxido a perdxido de hidrégeno y son ubicuas en todos los organismos
gue viven en presencia de oxigeno (Pilon y col., 2011). Ademas del metabolismo de las ROS,
también se ha atribuido a estas enzimas la participacion en la sefializacion celular (Leitch y
col., 2009b). Las SOD funcionan como un dimero con un i6n metélico catalitico en cada
mondmero. En A. thaliana se conocen tres isoformas de Cu/ZnSOD: CSD1, CSD2 y CSD3
localizadas en el citoplasma, plastidios y peroxisomas, respectivamente; tres isoformas de
FeSOD: FSD1, FSD2 y FSD3 localizadas en los plastidios y probablemente en el citosol
(FSD1); y una isoforma de MnSOD localizada en la matriz mitocondrial (Kliebenstein y col.,
1998; Pilon y col., 2011).

3.4. RECEPTOR DE ETILENO

El receptor de etileno ETR1 es otra de las proteinas cuyo cofactor es el Cu (Rodriguez
y col., 1999). El receptor de etileno esté estructurado de forma modular y se localiza en el
reticulo endoplasmico, independientemente de la unién al etileno (Chen y col., 2002). El

etileno constituye una hormona vegetal de gran importancia, involucrada en el desarrollo de
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la planta, maduracion de frutos, expansion de las hojas, germinaciéon de semillas, floracion y

senescencia (Chang y Shockey, 1999).
3.5. POLIFENOL OXIDASAS

Las PPO son proteinas localizadas en el lumen de los tilacoides, que presentan dos
atomos de Cu. Se les ha atribuido funciones en la defensa contra herbivoros y patégenos, y
en procesos biosintéticos (Wang y Constabel, 2004; Marusek y col., 2006; Mayer, 2006).

3.6. AMINO OXIDASAS

Las amino oxidasas son metaloproteinas que contienen Cu y se organizan como
homodimeros con un &omo de Cu en cada mondmero. Estas proteinas podrian estar
implicadas en las respuestas de defensa de las plantas (Conay col., 2006), crecimiento celular
y desarrollo (Delis y col., 2006).

3.7. LACASAS

Las lacasas pertenecen a una clase de multicobre oxidasas (MCO), ampliamente
distribuidas en plantas, hongos, bacterias y animales. Realizan la oxidacién de un amplio
rango de sustratos dependiente de O,. En plantas, se considera que pueden estar implicadas
en la sintesis de lignina. En A. thaliana se han identificado 17 miembros de esta familia
(Gavnholt y Larsen, 2002; Weng y Chapple, 2010). Las lacasas estan reguladas a nivel
postranscripcional por micro ARNs de Cu (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y Zhu, 2004;
Abdel-Ghany y Pilon, 2008) (apartado 4.4.2). En soja, se ha visto una regulacién de las
lacasas por Cu, mostrdndose un aumento de la actividad lacasa en las raices de las plantas

tratadas con Cu (Lin y col., 2005).
3.8. PLANTACIANINA

La plantacianina es una proteina de Cu de la matriz extracelular que podria estar
implicada en el desarrollo de las anteras y en la polinizacion. En A. thaliana, se ha encontrado
un solo gen de plantacianina con expresion en los tejidos vegetativos y reproductivos del
esporofito, asi como en el gametofito femenino (Dong y col., 2005). La regulacion
postranscripcional de la plantacianina se produce mediante micro ARNs de Cu (Sunkary Zhu,
2004; Abdel-Ghany y Pilon, 2008; Maunoury y Vaucheret, 2011) (apartado 4.4.2).



4. HOMEOSTASIS DEL COBRE EN LAS PLANTAS
4.1. BIODISPONIBILIDAD Y MOVILIZACION DEL COBRE EN EL SUELO

La absorcion principal de los metales es a través de la raiz, tomandolos del suelo. La
cantidad de Cu que las plantas pueden absorber por las raices depende de diferentes factores
como la concentracion, la adsorcion del metal a los componentes del suelo, el contenido de
agua del suelo, el tamafio y la capacidad de absorcion del sistema radicular. Una vez
absorbido, el Cu se distribuye por los diferentes 6rganos y se localiza para su almacenamiento
y uso (Kehr, 2013).

Entre las estrategias de las plantas para la adquisicion de Cu por las raices se
encuentran la acidificacién del suelo y la reduccion del Cu?* a Cu* para su posterior
incorporacion por transportadores de alta afinidad (Palmer y Guerinot, 2009; Bernal y col.,
2012). Debido a que el Cu puede encontrarse en forma insoluble, especialmente en los suelos
alcalinos, uno de los posibles mecanismos utilizados por las plantas es la extrusion de
protones. De esta forma, consiguen disminuir el pH del suelo utilizando la actividad ATPasa
en condiciones limitantes de Cu (Palmer y Guerinot, 2009). La acidificacion del suelo también

puede producirse mediante la extrusién de acidos organicos (Aguado-Santacruz y col., 2012).

La incorporacién del Cu en las células se produce mediante transportadores de alta
afinidad. Estos transportadores tienen afinidad especifica por un estado de oxidaciéon
particular, que puede no ser el predominante en el suelo. Las plantas pueden superar esta
dificultad gracias a una estrategia de reduccion del Cu para su posterior absorcion (Puig y col.,
2007a). De esta forma, la adquisicion de Cu de alta afinidad en A. thaliana requiere de la
reduccién de Cu? a Cu* dependiente de las proteinas FRO4 y FRO5 (Ferric Reduction
Oxidase) (Bernal y col., 2012). El genoma de A. thaliana codifica para un total de ocho
miembros de la familia FRO con diferentes funciones en la homeostasis del Cu y Fe (Robinson
y col., 1997; Robinson y col., 1999; Waters y col., 2002; Mukherjee y col., 2006; Bernal y col.,
2012; Jain y col., 2014). AtFRO4 y AtFROS5 son dos genes localizados en tandem en el
cromosoma 5 de A. thaliana que codifican para una reductasa de Cu?* de la superficie de la
raiz. La expresion de estos genes y la actividad reductasa de Cu?* se ven fuertemente

inducidas en condiciones limitantes de Cu (Bernal y col., 2012).

La estrategia de reduccién del Cu para la toma por la planta parece ser el mecanismo
predominante para la adquisicion de Cu en dicotiledéneas (Jouvin y col., 2012; Ryan y col.,
2013). Una vez reducido el Cu?* a Cu* por las proteinas FRO4 y FRO5 (Bernal y col., 2012),

la mayoria del Cu en plantas entra en las células vegetales por transportadores COPT (Copper
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Transporter) de la familia CTR (Copper Transporter), en forma de Cu* (Pilon, 2011). Los
transportadores principales por los que las plantas toman el Cu por la raiz son COPT1
(Sancenoén y col., 2004), COPT2 (Sancendn y col., 2003) y COPT6 (Jung y col., 2012)
(apartado 4.3.2.1).

4.2. DISTRIBUCION DEL COBRE A LOS ORGANOS DE DESTINO
4.2.1. Transporte apoplastico y simplastico en laraiz

Una vez que el Cu es absorbido por la raiz, se transporta a los distintos tejidos de la
planta en donde es requerido (Palmer y Guerinot, 2009) (Figura 1).

YS/YSL?

Células
Aleurona acompanantes

YS/YSL?

Cu?-NA
Cu?-His

Cu?*-DMA
Cu?*-NA
Cu?*-His

Mesoéfilo

YS/YSL?

[olligs COPT1/2
Epidermis Endodermis Periciclo Xilema

Figura 1. Transporte intercelular del Cu en la planta. La adquisicion del Cu por la raiz se
produce por transportadores de alta afinidad en la epidermis, gracias a la acidificacion del
suelo y la reduccion del Cu. El Cu es transportado a través del espacio simplastico hacia el
sistema vascular para el traspaso de la banda de Caspary en la endodermis. El Cu se carga
en el xilema, se transporta gracias a la corriente de transpiracion hacia la parte aérea de la
planta. EI Cu se transporta hacia el floema, donde puede depositarse en las semillas.
COPT1/2, Copper Transporter 1/2; FRO4/5, Ferric Reduction Oxidase 4/5; AHA, Arabidopsis
H(+)-ATPase; HMAS, Heavy Metal ATPase 5; YS, Yellow Stripe; YSL, Yellow Stripe-Like;
DMA, acido desoximugineico; NA, nicotinamina; His, histidina. Adaptado de Palmer y Guerinot
(2009).

El transporte radial por la raiz se produce a través del apoplasto y del simplasto. El
apoplasto corresponde con el espacio exterior a las membranas que coincide con una zona

de difusion libre continua excepto en la banda de Caspary, y el simplasto forma un sistema



continuo que se comunica célula a célula por plasmodesmos (Barceld y col., 2001). El Cu es
capaz de difundir por el apoplasto de algunas células de la raiz hasta que se ve bloqueado
debido a la impermeabilidad de la banda de Caspary en la endodermis. En este punto, el Cu
debe ser transportado activamente a través de la membrana plasmética al espacio
simplastico, donde puede moverse a través de plasmodesmos a las capas interiores de la raiz
y ser, subsecuentemente, cargado en los haces vasculares (Barcel6 y col., 2001; Adrees y
col., 2015).

4.2.2. Transporte através del xilema

Una vez incorporado el Cu en la raiz, éste puede ser activamente cargado en el xilema
y transportado a través de la corriente de transpiracion (Adrees y col., 2015). El sistema
vascular, incluyendo el xilema y el floema, es un segmento esencial para la translocacion de
micronutrientes a larga distancia (Alvarez-Fernandez y col., 2014). Para ello, el Cu es cargado
desde el simplasto de la raiz hacia el xilema, y en este proceso parece que estan implicados
los transportadores de Cu HMAS (Heavy Metal APTase 5) (Deng y col., 2013).

La concentracién de Cu en el fluido del xilema se encuentra en el rango de 0,3-7 uM
en diferentes especies (Hocking, 1980; White, 1981; Hocking, 1983; Pich y Scholz, 1996; Alam
y col., 2001; Nakamura y col., 2008; Irtelli y col., 2009; Ando Yy col., 2013; Deng y col., 2013).
Esta concentracion se puede ver aumentada cuando las plantas son tratadas con exceso de
Cu en el medio de cultivo o con concentraciones control tras un periodo de deficiencia

(Alvarez-Fernandez y col., 2014).

Se ha propuesto que los metales presentes en los fluidos vegetales no se encuentren
como iones libres, sino en formas menos reactivas unidos no covalentemente a compuestos
organicos. La formacién de complejos metalicos provee solubilidad y proteccion durante el
transporte a larga distancia (Clemens, 2001; Haydon y Cobbett, 2007; Alvarez-Fernandez y
col., 2014). El transporte a larga distancia de Cu puede estar mediado por complejos con acido
desoximugineico (DMA) formando Cu?*-DMA (von Wiren y col., 1999), nicotinamina (NA)
formando Cu?*-NA (Pich y Scholz, 1996; Curie y col., 2009) o con histidina formando Cu?*-His
(Liao y col., 2000; Koster y col., 2011). En el xilema de arroz (Oryza (O.) sativa), se ha descrito
al DMA como la molécula dominante acomplejada con Cu (Ando y col., 2013), mientras que
en el de tomate (Solanum (S.) lycopersicum), se le ha atribuido un papel directo a la NA en el
transporte de Cu desde la raiz hacia la parte aérea de la planta via xilema. Estudios con el
mutante de tomate chloronerva, que no posee NA (Pich y Scholz, 1996), muestran que las

plantas mutantes se comportan como deficientes de Cu (Herbik y col., 1996) y tienen un
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desorden en la distribucion del Cu. Asi, acumulan Cu en las raices mientras que las hojas
sufren severa deficiencia de Cu, que puede ser restablecida por un aporte exdégeno de NA, lo
gue sugiere que la NA esta implicada en la translocacién del Cu en el xilema (Pich y Scholz,
1996).

Posteriormente, el Cu acomplejado con NA u otras moléculas organicas debe ser
transportado fuera del xilema y transferido al floema (Zheng y col., 2012). Se ha visto que
entre el xilema y los tejidos colindantes hay un intenso intercambio de nutrientes (Metzner y
col., 2010).

4.2.3. Transporte através del floema

La distribucién de los micronutrientes a los 6rganos en desarrollo de las plantas
depende en gran medida del transporte a través del floema. A diferencia del xilema, el floema
esta formado por una columna de células vivas (Alvarez-Fernandez y col., 2014). Los metales
pesados se movilizan desde los 6rganos maduros a los érganos jévenes en crecimiento via
el floema, y esta redistribucion mineral parece intensificarse en condiciones de deficiencia
(Stephan y Scholz, 1993). El floema también esta implicado en la comunicacion entre los
diferentes 6rganos para la coordinacion del aporte de nutrientes segun el estado nutricional,
mediante el transporte de moléculas de sefializacion. Asi, se han identificado ARNs de
pequefio tamafio en el floema que podrian actuar en la homeostasis de Cu sistémica (Kehr,
2013).

La concentracién de Cu en el floema varia entre 8-31 uM (Hocking, 1980; Hocking,
1983; Stephan y Scholz, 1993; Schmidke y Stephan, 1995; Ando y col., 2013). Las diferencias
en la concentracion de Cu en el floema muestran una dependencia de la concentracion de
micronutrientes con la especie, el 6rgano y el estado ontogénico de la planta (Stephan y
Scholz, 1993). El Cu se ha detectado en el floema formando complejos de Cu?*-NA, Cu?*-His
y con compuestos de alto peso molecular en arroz (Ando y col., 2013). En tabaco (Nicotiana
(N.) tabacum), la NA parece estar implicada en el transporte de metales a hojas jovenes,

organos reproductivos y semillas (Takahashi y col., 2003).

También se han encontrado en el floema proteinas que contienen Cu como la
Cu/ZnSOD, la chaperona de Cu CCH vy diversas metalotioneinas (Mira y col., 2001a; Aki y
col., 2008; Lattanzio y col., 2013). Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular
(4-8 kDa) que unen metales como el Cu, Zn o Cd (Leszczyszyn y col., 2013) y aumentan en

condiciones de alto Cu (Guo y col., 2003; Zlobin y col., 2014). Se les atribuye un importante
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papel en la tolerancia al Cu y movilizacion del Cu desde hojas en senescencia (Benatti y col.,
2014; Liu y col., 2015a).

La descarga de Cu desde el xilema y la carga del floema podrian estar mediadas por
transportadores de las familias YS (Yellow Stripe 1) y YSL (Yellow Stripe 1-Like Transporter).
YSL2 en A. thalianay YS1y YSL16 en arroz podrian estar implicados en el transporte de Cu-
NA entre los haces vasculares (DiDonato y col., 2004; Roberts y col., 2004; Zheng y col.,
2012).

4.3. TRAFICO INTRACELULAR DEL COBRE EN PLANTAS
4.3.1. Chaperonas de cobre

Debido a que los iones de Cu libre no estan presentes en el citoplasma de las células
eucariotas, la interaccion con las metalochaperonas es necesaria para la entrega del Cu* a
las cuproproteinas intracelulares y transportadores (Puig y Pefarrubia, 2009). Las chaperonas
de Cu tienen un papel critico al transportar el Cu hasta las proteinas diana dependientes de
este metal, impidiendo, asi, las reacciones indeseadas del Cu libre con otros componentes
celulares (Figura 2) (Harrison y col., 2000). Estas proteinas se han identificado desde
procariotas hasta humanos (Harrison y col.,, 2000). Las chaperonas de Cu fueron
caracterizadas por primera vez en Sacharomices (S.) cerevisiae, la primera chaperona de Cu
identificada en levaduras fue ATX1 (Antioxidant 1), seguida de COX17 (Cytochrome c
Oxydase Copper Chaperone 17) y CCS (Copper Chaperone for Cu/ZnSOD) (Leitch y col.,
2009b; Banci y col., 2010).

AtATX1 es homologa de ScATX1 de levaduras (Puig y col., 2007b). Se trata de una
proteina localizada en el citosol cuya expresion se induce durante la senescencia y estrés
oxidativo (Puig y col., 2007b). Se ha visto que esta chaperona es necesaria para la tolerancia
al exceso o deficiencia de Cu (Shiny col., 2012) y su expresion en plantas de A. thaliana esta
estrictamente regulada para evitar un desequilibrio que podria producir un exceso de
secuestro del Cu (Shiny Yeh, 2012).
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Figura 2. Modelo de la homeostasis del Cu en A. thaliana. Representacion de la localizaciéon
celular de transportadores y proteinas de Cu. La toma de Cu* a través de la membrana
plasmatica por los transportadores COPT1/COPT2/COPT6 (Copper Transporter) depende de
la actividad de la proteina AHA (Arabidopsis H*-ATPase) y FRO4/FRO5 (Ferric Reductase
Oxidase). El transporte de Cu* mediado por las proteinas COPT estd acoplado a la
transferencia a las metalochaperonas y su entrega a las proteinas diana. La cuprochaperona
CCS (Copper Chaperone for Superoxide Dismutase) entrega el Cu* a la CSD1 (Cu/Zn
Superoxide Dismutase 1) citoséOlica, CSD2 cloroplastica y CSD3 peroxisomal. ATX1
(Antioxidant 1) y CCH (Copper Chaperone) interaccionan con las ATPasas HMA7 (Heavy
Metal ATPase 7) y HMAS5. HMA7 se localiza en el RE (reticulo endoplasmico), donde el Cu*
es adquirido por el receptor de etileno ETR1 (Ethylene Receptor). En la vacuola, el Cu se
exporta a través del transportador COPT5. En la mitocondria, la chaperona COX17
(Cytochrome ¢ Oxydase Copper Chaperone 17) lo entrega a la COX (Cytocrome ¢ Oxydase).
El aporte de Cu* al cloroplasto se realiza a través de PAAL (P-Type ATPase in Arabidopsis 1)
gracias a la interaccion con la chaperona PCH1 (Plastid Chaperone 1) y a través de PAA2
hasta el lumen de los tilacoides, donde se encuentra la PC (Plastocianina). En el ndcleo, el
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Figura 2 (continuacion). factor de transcripcion SPL7 (Squamosa Promoter Binding Protein-
Like 7) coordina la respuesta a la deficiencia de Cu. Las flechas azules representan el trafico
de Cu*, las lineas azules representan interaccion.

AtCCH (Copper Chaperone) es también homologa de ScATX1 de levaduras, con la
cual comparte un 36% de identidad (Himelblau y col., 1998), y cuenta con un dominio C-
terminal exclusivo de plantas (Mira y col., 2001b). La expresion de AtCCH se induce en
senescencia (Himelblau y col., 1998) y se ha visto que la cantidad de proteina también
aumenta, por lo que se piensa que puede estar involucrada en el transporte de Cu a larga
distancia (Mira y col., 2001a). Se le ha atribuido un papel en el transporte simpléstico a través
de los plasmodesmos durante la senescencia asociado a la movilizacion de nutrientes (Puig
y col.,, 2007a). Este gen se encuentra regulado especificamente por Cu, viéndose una
disminucion del mismo en plantas de A. thaliana tratadas con exceso de Cu (Mira y col.,
2001a).

AtCOX17 es una chaperona de Cu cuya funcién es la de transportar Cu hasta la
proteina citocromo c oxidasa en las mitocondrias (Balandin y Castresana, 2002). Se encuentra
principalmente en la raiz (Wintz y Vulpe, 2002). La expresion de AtCOX17 esta regulada por
Cu, viéndose un aumento en condiciones de exceso de Cu, ademas de otros estimulos como

la inoculacién con bacterias y el acido salicilico (Balandin y Castresana, 2002).

Recientemente se ha identificado en Chlamydomonas (C.) reinhardtii la chaperona
PCH1 (Plastid Chaperone 1). Esta chaperona se origina por procesamiento alternativo de
CTP2 (ortélogo de PAAL/HMAG, P-type ATPase in Arabidopsis 1/Heavy Metal ATPase 6), que
da lugar a un ARNm de pequefio tamafio que comparte los dos primeros exones con
PAA1/HMAG. Este ARNm codifica para una proteina soluble de 172-256 aminoacidos (aa) que
mantiene la porcion N-terminal correspondiente a la ATPasa, incluyendo el motivo de union a
Cu* MXCXXC. Se ha visto que AtPCH1 esté localizada en el espacio entre las envueltas del
cloroplasto y tiene actividad como chaperona de Cu* capaz de transferir el metal
especificamente a AtPAA1/HMAG. Similares eventos de procesamiento alternativo se han
encontrado en A. thaliana, Boechera (B.) stricta, Capsella (C.) rubella, Mimulus (M.) gluttatus,
Citrus (C.) sinensis, Eucaliptus (E.) grandis y Aquilegia (A.) coerulea. En otras especies,
PAA1/HMAG6 y PCH1 estan codificadas por diferentes loci, como ocurre en Brassica (B.) rapa,
Cucumis (C.) sativus, Gospium (G.) raimondii, Brachypodium (B.) distachyon, O. sativa,
Panicum (P.) virgatum, Sorgum (S.) bicolor y Zea (Z.) mays. En las especies Glycine (G.) max
y Populus (P.) trichocarpa se han encontrado dos genes codificantes para PAAL, asi como

procesamiento alternativo en uno de los loci (Blaby-Haas y col., 2014).
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AtCUTA es una proteina de localizacién cloroplastica capaz de unir Cu?*, candidata a
ser una chaperona de Cu?* de este compartimento. Esta proteina esta codificada por un gen
sujeto a procesamiento alternativo (Burkhead y col., 2003).

4.3.1.1. La chaperona de cobre CCS

AtCCS es una proteina que funciona como chaperona de Cu homologa a CCS de
levaduras (Abdel-Ghany y col., 2005a). Su funcién es la transferencia de Cu a su diana, la
Cu/ZnSOD, una enzima que usa las propiedades de oxidacion-reduccion del Cu para reducir
la presencia de superoxido, protegiendo, asi, a las células contra el dafio oxidativo (Puig y
Thiele, 2002). Esta chaperona podria estar también implicada en la transferencia de Cu* al
transportador AtPAA2/HMAS (Blaby-Haas y col., 2014). Sin embargo, la ausencia de defectos
fotosintéticos en el mutante ccs de A. thaliana sugiere que AtCCS no es imprescindible para
la transferencia de Cu* a AtPAA2/HMAS (Blaby-Haas y col., 2014).

La primera descripcion de CCS se realizé en levaduras y desde entonces CCS ha sido
encontrada en una gran variedad de eucariotas (Culotta y col., 1997). En plantas, se ha
identificado y descrito en algunas especies como tomate (Zhu y col., 2000), patata (Trindade
y col., 2003), maiz (Ruzsay Scandalios, 2003), A. thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005a) y soja
(Sagasti, 2009).

En A. thaliana, se ha identificado un solo gen de AtCCS compuesto por 6 exones y 5
intrones. Este gen posee un ATG adicional localizado 66 aa aguas arriba, lo que corresponde
con un péptido sefal de transito al cloroplasto (Chu y col., 2005). Debido a esta particularidad,
la localizacién de la proteina es a la vez citosoélica y cloroplastica (Abdel-Ghany y col., 2005a),
y se ha visto que AtCCS es capaz de activar las tres formas de Cu/ZnSOD de diferentes
compartimentos subcelulares (Chu y col., 2005).

El andlisis de mutantes ccs de A. thaliana no mostré un fenotipo apreciable (Cohu y
col.,, 2009). Tan soOlo se ha descrito una menor eliminacion de ROS en condiciones de
deficiencia de Fe (Waters y col., 2012). Las plantas sin CCS y sin actividad Cu/ZnSOD en
condiciones de exceso de Cu no tienen un fenotipo visible y se desarrollan normalmente a
pesar de ser expuestas a elevada luz, lo que sugiere que la Cu/ZnSOD es un componente

prescindible en el sistema fotosintético antioxidante (Cohu y col., 2009).

La estructura de la proteina ScCCS en levaduras (Figura 3) esta formada por tres
dominios. El dominio I, similar a ATX1, se encuentra en el extremo N-terminal y esta

constituido por 2 hélices a 'y 4 hojas 8 formando un plegamiento BaBBaB. El dominio Il, de alta
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homologia con su diana Cu/ZnSOD, se localiza en la porcién central y est4 constituido por 8
hojas B antiparalelas formando un barril, 2 hélices a pequefias y 4 bucles conectores. El
dominio Il o C-terminal corresponde con una zona fundamentalmente desordenada. Los
dominios | y Il tienen una interaccién minima entre ellos, y estan conectados por una zona de
aminoacidos flexible. La interaccion entre mondémeros de ScCCS se produce por el dominio Il
(Lamb y col., 1999). La chaperona CCS posee dos posibles sitos de union a Cu que
corresponden con la secuencia MXCXXC en el dominio | y CXC en el dominio Il (Sagasti y
col., 2011). Las proteinas CCS de otras especies como humanos (Rae y col., 2001), A.
thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005a) o soja (Sagasti y col., 2011), presentan una estructura
similar con tres dominios tal y como se ha descrito anteriormente para ScCCS.

/"‘\} \

Dominio Il

Dominio |

Figura 3. Estructura de la proteina CCS de S. cerevisiae. Los tres dominios de la proteina
estan sefalados. Las hojas 8 se muestran en amarillo, las hélices a en rosa y los giros en
azul. Codigo PDB: 1JK9 (Lamb y col., 2001).

Sin embargo, no todas las proteinas CCS contienen el sitio de unién a metal en el
dominio I, por ejemplo éste no se encuentra en organismos como Schizosaccharomyces (S.)
pombe o Drosophila (D.) melanogaster (Leitch y col., 2009b). Se ha visto en levaduras y A.
thaliana que este dominio no es imprescindible, aunque si es necesario para la maxima
actividad cuando la disponibilidad de Cu es limitada (Schmidt y col., 1999a; Chu y col., 2005),

por lo que podria tener un importante papel en el reclutamiento del Cu en condiciones
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limitantes (Schmidt y col., 1999a). Por otro lado, en humanos, parece que tanto el dominio |
como los dominios Il y Ill son necesarios para la maduracion de la HsSOD (Banci y col.,
2012a).

El dominio Il de CCS comparte una alta homologia con su diana, la Cu/ZnSOD. En
humanos, comparten alrededor del 50% de identidad (Schmidt y col., 1999b). Se ha visto que
este dominio es necesario para la interaccion entre CCS y Cu/ZnSOD en ratas y en levaduras
(Hiromura y col., 2000; Lamb y col., 2001), y parece tener un papel en el reconocimiento de
su diana (Schmidt y col., 1999a).

El dominio Il es esencial para la actividad de ScCCS y parece estar implicado en la
transferencia directa de Cu a la Cu/ZnSOD. El motivo CXC del dominio Ill es critico para la
actividad de ScCCS y tiene la capacidad de unir Cu* (Schmidt y col., 1999a).

Parece que la apo-ScCCS se encuentra predominantemente como un monémero,
mientras que la CCS cargada con Cu* podria existir como una mezcla de monémero y dimero
(Schmidt y col., 1999a). Por otra parte, se ha propuesto que la interaccion entre ScCCS y
ScSOD en levaduras se produce mediante la formacion de un intermediario transitorio en
forma de heterodimero compuesto por un monémero de ScCCS y un monémero de ScSOD
(Lamb vy col., 2000). La transferencia del Cu desde la CCS hasta la SOD en levaduras y
humanos se produce por transferencia directa, por lo que el Cu nunca se libera a la solucién
(Raey col., 1999; Rae y col., 2001). La activacién de la Cu/ZnSOD por parte de su chaperona
en humanos y levaduras podria producirse en diferentes etapas incluyendo la formacion de
un puente disulfuro y la adquisicion de Cu (Furukawa y col., 2004; Banciy col., 2013). También
parece que el glutation (GSH) podria estar implicado en la activacion de la Cu/ZnSOD en A.
thaliana (Huang y col., 2012a).

En algunos organismos, la activaciéon de la Cu/ZnSOD parece ser absolutamente
dependiente de CCS, mientras que en otros parece ser facultativa o incluso independiente.
En el nematodo Caenorhabditis (C.) elegans no se ha encontrado ningin gen que codifique
para un homologo de CCS en su genoma. En este organismo, la Cu/ZnSOD no necesita a la
chaperona para su activacion, sino que utiliza un mecanismo independiente de CCS en el que
el glutation esta implicado (Leitch y col., 2009a). En moluscos tampoco se han identificado
ninguna potencial chaperona de la Cu/ZnSOD (Leitch y col., 2009b). La dependencia de la
Cu/ZnSOD para su activacion por CCS reside en residuos de prolina identificados en el hongo
Beauveria (B.) bassiana (Xie y col., 2010) y levaduras (Leitch y col., 2009b). En organismos

como las levaduras, se ha visto que la activacion in vitro de ScSOD puede ser independiente
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de ScCCS en condiciones de alta concentracién de Cu. Sin embargo, in vivo, debido a que la
concentracion de Cu es mucho menor, ScSOD es dependiente de ScCCS (Rae y col., 1999),
por lo que en estos organismos, SCCCS es necesaria para la activacién de ScSOD (Torres y
col., 2001). En D. melanogaster, raton (Mus (M.) musculus) y humanos, la SOD puede ser
activada de manera dependiente e independiente de CCS, aunque la maxima actividad SOD
se obtiene con CCS (Leitch y col., 2009b). En la via de activacion de HsSOD independiente
de HsCCS, se piensa que podria estar implicado el glutatién (Carroll y col., 2004). En plantas
superiores, la activacion de Cu/ZnSOD independiente de AtCCS parece ser insignificante in
vivo (Cohu y col., 2009). En los mutantes ccs no se observa activacion de Cu/ZnSOD, incluso
en presencia de transcritos de Cu/ZnSOD vy proteina, lo que parece indicar que AtCCS es
necesaria para la activacion de todos los tipos de Cu/ZnSOD. A pesar de esto, se ha detectado
una pequefia activacion de Cu/ZnSOD independiente de CCS (Chu y col., 2005; Cohu y col.,
2009). Esto podria deberse a que AtCSD1 y AtCSD3 pueden ser activadas
independientemente de AtCCS; sin embargo, AtCSD2 no puede ser activada
independientemente de AtCCS cuando se encuentra en el cloroplasto. Por lo que parece que
la activacion de las Cu/ZnSOD independiente de CCS podria ocurrir solo en el citoplasma y
no en el cloroplasto. También se ha descrito un posible papel del glutation (GSH) en la
activacion de AtCSD2 (Huang y col., 2012b)

La chaperona AtCCS esta regulada especificamente por Cu de manera similar a sus
dianas AtCSD1 y AtCSD2, aumentando conforme a la concentracion de Cu afiadido al medio
(Abdel-Ghany y col., 2005a; Cohu y col., 2009). También se ha visto un aumento durante la
senescencia de la planta (Abdel-Ghany y col., 2005a) y una posible regulaciébn mediante
procesamiento alternativo en soja (Sagasti y col., 2014). Por otra parte, se ha visto que la
actividad del promotor de AtCCS esta presente en la mayoria de los tejidos y no esta regulada
por Cu (Cohu y col., 2009).

4.3.2. Los transportadores de membrana

4.3.2.1. La familia COPT

Los transportadores de la familia CTR en A. thaliana (COPT) transportan
especificamente Cu* con alta afinidad al citoplasma celular. Son pequefias proteinas
integrales de membrana con 3 regiones transmembrana (Sancendén y col., 2003), un extremo
N-terminal en el espacio extracelular con motivos ricos en metionina (Met), un extremo C-
terminal y bucles entre los dominios transmembrana 2 y 3 orientados hacia el citosol (Eisses

y Kaplan, 2002; Puig y Thiele, 2002; Klomp y col., 2003), que funcionan como trimeros (Pope
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y col., 2012). Se conocen 6 transportadores COPT en A. thaliana (Sancenoén y col., 2003; Jung
y col., 2012), 7 en arroz (Yuan y col., 2011) y 8 en vid (Vitis (V.) vinifera) (Martins y col., 2012).

AtCOPT1 estd implicado en la toma y acumulacion de Cu (Sancendén y col., 2004). Se
expresa en hojas, flores (Sancendn y col., 2003), puntas de las raices y granos de polen
(Sancendn y col., 2004). Se ha descrito que las plantas con pérdida de funcién de AtCOPT1
son mas sensibles a la limitacion de Cu y tienen defectos en el desarrollo del polen (Sancenén
y col., 2004). La expresion del gen AtCOPT1 esta regulada por Cu, se observa un aumento
de la expresion de AtCOPT1 en las raices en condiciones limitantes de Cu (Pilon y col., 2009),
mientras que la adicion de Cu disminuye su expresion (Sancenén y col., 2003).

AtCOPT2 es una proteina localizada en la membrana plasmética (Gayomba y col.,
2013; Perea-Garcia y col., 2013) cuya posible funcién es el transporte de Cu de alta afinidad
a través de la membrana (Sancenén y col., 2003). Muestra un patron de expresiéon similar a
AtCOPT1, observandose también una regulacion por Cu (Sancendn y col., 2003; del Pozo y
col., 2010). Se ha observado que AtCOPT2 se expresa en condiciones de deficiencia de Cu
en la mayoria de los tejidos (Yamasaki y col., 2009; Perea-Garcia y col., 2013; Billard y col.,
2014) y también parece que la expresion es inducida por deficiencia de Fe (Yuany col., 2011;

Perea-Garcia y col., 2013).

AtCOPT®6 parece contribuir a la toma de Cu en raices en condiciones de deficiencia de
Cu, y a ladistribucién de Cu en tejidos fotosintéticos bajo condiciones de crecimiento normales
(Jung y col., 2012). Se trata de una proteina localizada en la membrana plasmética que se
expresa principalmente en los conductos vasculares de la parte aérea de la planta y 6rganos
reproductivos. La regulacién de AtCOPT6 segun disminuye la cantidad de Cu es mas gradual
y menos severa que en el caso de AtCOPT1 (Garcia-Molina y col., 2013). Se ha observado
que la proteina COPT6 es capaz de interaccionar con COPT1 y consigo misma (Jung y col.,
2012).

Los transportadores AtCOPT1, AtCOPT2 y AtCOPT6 también parecen estar regulados
por cadmio (Cd). En plantas crecidas en presencia de Cd, la expresion de estos
transportadores es mayor que en las plantas crecidas bajo condiciones control (Gayomba y
col., 2013).

Se piensa que AtCOPT3 y AtCOPT5 podrian estar implicados en la movilizacién del
Cu desde los compartimentos celulares hacia el citosol (Burkhead y col., 2009; Billard y col.,
2014). AtCOPTS5 ha sido localizado en el tonoplasto (Garcia-Molinay col., 2011) y podria estar

implicado en la movilizacion de Cu desde el lumen de las vesiculas prevacuolares hacia el
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citosol (Garcia-Molina y col., 2011) y actuar en la distribucion de Cu desde las raices hasta
los tejidos reproductivos (Klaumann y col., 2011). También se ha destacado el papel de
AtCOPT5 como un componente de la resistencia basal a Cd de A. thaliana (Carrio-Segui y
col., 2014). AtCOPT5 se expresa en la endodermis de la raiz y tejidos vasculares y, a
diferencia de otros miembros de la familia COPT, no parece estar regulado por Cu (Garcia-
Molina y col., 2011). En V. vinifera se ha identificado el transportador VvCTrl (Copper
Transporter 1) de la familia CTR, capaz de rescatar el fenotipo del mutante de A. thaliana
copt5. Este transportador esta localizado en la membrana vacuolar y esta implicado en la
movilizacién del Cu (Martins y col., 2014).

AtCOPT4 es el tinico miembro de la familia COPT que carece de los motivos con His
y Met esenciales, lo que sugiere que AtCOPT4 podria no tener un papel directo en el

transporte de Cu (Sancenén y col., 2003).

4.3.2.2. La familia HMA

La familia HMA (Heavy Metal ATPase) esta constituida por ATPasas de tipo Pig que
transportan metales cargados positivamente desde el citoplasma (Puig y col., 2007a). Se
conocen 8 ATPasas de tipo Pig transportadoras de metales (HMA) en A. thaliana (Colangelo
y Guerinot, 2006), 9 en arroz y 10 en cebada, con diferente distribucion, localizaciéon
subcelular, especificidad por metales y regulacién, lo que es indicativo de que realizan

diferentes funciones (Williams y Mills, 2005).

Las ATPasas de tipo P1g (Figura 4) poseen 8 hélices a transmembrana, un pequefio
bucle citoplasmaético entre las hélices 4 y 5y un bucle grande citoplasmatico entre las hélices
6y 7. Poseen regiones conservadas en todas las ATPasas de tipo P, como son el dominio P
de fosforilacion, el dominio A actuador, el dominio N de unién a nucleétidos y regiones
caracteristicas de las ATPasas tipo Pig, como son el motivo CPX en el sexto dominio
transmembrana implicado en la translocacion de metales, el locus HP y motivos de union a
metal en el extremo N- o C-terminal (Kuhlbrandt, 2004; Williams y Mills, 2005).

Esta familia se divide en dos grupos en funcién del metal transportado: las ATPasas
de tipo P18 HMA1-4 transportan cationes divalentes (Zn?*, Cd?*, Cu?*), mientras que las Pie-
ATPasas HMA5-8 estan involucradas en el transporte de Cu* (Axelsen y Palmgren, 2001; Puig
y col., 2007a).
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Dominio N

Dominio A

Dominio P

Figura 4. Estructura de la ATPasa Pig transportadora de Cu CopA de Legionella (L.)
pneumophila. Las hojas 8 se muestran en amarillo y las hélices a en rosa. Esta indicado el
dominio de union a metal (HMB), los dominios A, N, P y motivo CPC. Codigo PDB: 4BBJ
(Andersson y col., 2014).

- HMAl1

AtHMAL se localiza en la envuelta del cloroplasto (Kim y col., 2009) y podria estar
implicado en la entrega de Cu al estroma (Seigneurin-Berny y col., 2006) o en la exportacion
de Zn?* hacia el citoplasma (Kim y col., 2009). Parece que se trata de una proteina capaz de
transportar un amplio rango de iones, incluyendo el Ca?* (Moreno y col., 2008). AtHMAL se
expresa en la parte aérea de las plantas (Seigneurin-Berny y col., 2006; Kim y col., 2009). El
mutante hmal de A. thaliana presenta un crecimiento reducido en condiciones de exceso de
Zn (Kim y col., 2009), fotosensibilidad en intensa iluminacion, menor contenido de Cu en el

cloroplasto y menor actividad SOD (Seigneurin-Berny y col., 2006).
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En cebada (Hordeum (H.) vulgare), se ha caracterizado la proteina HVHMAL,
homologa a AtHMAL, tanto a nivel estructural como funcional. Se considera una ATPasa
cloroplastica de amplia especificidad, capaz de transportar Zn y Cu fuera de los plastidios, que
podria estar implicada en la redistribucion de los metales en condiciones de deficiencia o
durante el proceso de llenado de las semillas (Mikkelsen y col., 2012).

- HMAS

AtHMAS es una proteina de 995 aa con las caracteristicas principales de las ATPasas
de tipo P transportadoras de metales (Andrés-Colés y col., 2006). Se considera que puede
participar en la exportacién de Cu de la célula y contribuir a la reduccién del posible efecto
toxico de un exceso de Cu (Burkhead y col., 2009). Se ha visto que AtHMAS es capaz de
interaccionar con las chaperonas AtATX1 y AtCCH (Andrés-Colés y col., 2006). AtHMAS se
expresa principalmente en raices y flores, y se ha visto que la expresién se induce

especificamente por exceso de Cu (Andrés-Colés y col., 2006).

En arroz, se ha visto que OsHMAS se localiza en la membrana plasmética de las
células del periciclo de las raices en el estado vegetativo principalmente, mientras que en el
estado reproductivo, se observa en la regién del xilema. Parece que esta implicado en la carga
de Cu en el xilema (Deng y col., 2013). En A. thaliana se ha visto que las plantas con diferentes
alelos del gen AtHMAGS tienen diferente tolerancia al Cu, debido a una diferente capacidad de

translocacion especifica del Cu desde las raices a los tallos (Kobayashi y col., 2008).

En Cucumis (C.) sativa se han encontrado dos genes diferentes para este
transportador, CsHMA5.1 y CsHMAS.2, localizados en diferentes cromosomas (Migocka y
col., 2015a). Ambas proteinas parecen transportar Cu* y Ag®*, y podrian estar localizadas en
el tonoplasto. CsHMAS.1 y CsHMAS.2 tienen una diferente regulacion, lo que podria indicar
gue desempefian diferentes funciones bioldgicas. Mientras la expresiéon de CsHMA5.1 no se
ve afectada por la concentracién de Cu, la expresion CsHMAS.2 se reduce en deficiencia de
Cu y aumenta en exceso de Cu, lo que indica que CsHMAS.1 podria comportarse como un
transportador constitutivo, y CsHMAS.2 podria funcionar en la detoxificacion de Cu en
condiciones de estrés por exceso de Cu (Migocka y col., 2015b).

- RAN1/HMA7

AtRAN1/HMA7 (Responsive to Antagonist 1) codifica para una ATPasa de tipo P1g con
funcién en el transporte de Cu (Hirayama y col., 1999). AtRAN1/HMA7 esta implicado en la

liberacion del Cu a los receptores de etileno en el reticulo endoplasmico (Pilon y col., 2006).
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Se ha visto que RAN1/HMA7 es necesario para la respuesta del etileno en plantas (Binder y
col., 2010), siendo esencial muy al principio de la via de sefalizacion hormonal (Hirayama y
col., 1999) en la biogénesis del receptor de etileno (Binder y col., 2010). Ademas, parece que
AtRAN1/HMAY podria entregar el Cu a otras proteinas de la via secretora (Puig y col., 2007a).

Los mutantes ranl/hma7 muestran una triple respuesta constitutiva (inhibicion de la
elongacién de la raiz e hipocotilo, expansién radial del hipocotilo y curvatura exagerada del
epicotilo), tienen un crecimiento reducido, retraso en la floracién y son estériles (Woeste y
Kieber, 2000).

Al igual que AtHMAS, se ha visto que AtRAN1/HMA7Y es capaz de interaccionar con
las metalochaperonas AtATX1 y AtCCH (Puig y col., 2007b).

-  PAAl/HMAG6

AtPAAL/HMAG (P-type ATPase in Arabidopsis) posee un 42,6% de identidad con la P-
ATPasa PacS de Synechococcus y un 37,9% de identidad con la P-ATPasa de Wilson
humana (Tabata y col., 1997). AtPAAL/HMAG esta localizado en la envuelta del cloroplasto
(Abdel-Ghany y col., 2005b) y provisto de un péptido sefial de transito al cloroplasto en el
extremo N-terminal (Shikanai y col., 2003). Este transportador es capaz de transportar

especificamente Cu (Catty y col., 2011).

AtPAAL/HMAG se expresa principalmente en la parte aérea de la planta y, en menor
medida, en raiz (Abdel-Ghany y col., 2005b). La expresion de AtPAAL/HMAG6 aumenta con
alta concentracion de glucosa en el medio y adicién de &cido abscisico (ABA) (Lee y col.,
2012). El analisis del promotor de AtPAA1/HMA6 mediante la tincion histoquimica B-
glucuronidasa (GUS) muestra una mayor expresion en los cotiledones, las hojas, los tejidos
vasculares de las hojas y las raices (Lee y col., 2012). En las especies G. max y P. trichocarpa,
se ha encontrado una duplicaciéon del gen PAA1/HMA6 con eventos de procesamiento

alternativo conservados al menos en un locus (Blaby-Haas y col., 2014).

La identificacion de mutantes paal fue posible gracias a su fenotipo de alta
fluorescencia de la clorofila. Estos mutantes presentan un crecimiento reducido, acentuado
en medios con deficiencia de Cu, menor contenido de holo-PC (indicativo de un aporte
insuficiente de Cu en el lumen tilacoidal) y diferente patrén de actividad de las enzimas SOD.
Este fenotipo se restablece al afiadir Cu (Shikanai y col., 2003). También se ha visto que el
mutante paal tiene alterados los genes de respuesta a glucosa ABI3 (ABA Insensitive 3),
ABI4, ABI5 y HXK1 (Hexokinase 1). El promotor de AtPAA1/HMAG tiene secuencias de union
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a ABI4 y parece que este factor de transcripcion podria regular la transcripcién de
AtPAA1/HMAG (Lee y col., 2012).

Se ha observado que los fenotipos de los mutantes paal y hmal de A. thaliana son
acumulativos, y se piensa que puede haber otro transportador alternativo de baja eficiencia
capaz de transportar Cu en la envuelta del cloroplasto. AtHMA1 y AtPAA1/HMAG podrian estar
implicados en diferentes rutas de suministro de Cu al cloroplasto o interaccionar con diferentes
chaperonas (Boutigny y col., 2014).

- PAA2/HMAS8

AtPAA2/HMAS8 codifica para una ATPasa de tipo Pig similar a PAA1/HMAG. Esta
compuesto por 16 exones y 15 intrones y posee todos los dominios conservados de las
ATPasas de tipo Pig de transporte de Cu (Abdel-Ghany y col., 2005b). AtPAA2 transporta
especificamente Cu* con una afinidad aparente posiblemente mayor que PAAL, en el rango
sub-micromolar y podria entregar el Cu* directamente a la PC (Sautron y col., 2015). En soja,
GmPAA2/HMA8 comparte un 83% de similitud en su secuencia de aa con AtPAA2/HMAS8
(Bernal y col., 2007).

PAA2/HMAS esta localizado en el tilacoide (Abdel-Ghany y col., 2005b; Bernal y col.,
2007; Tomizioli y col., 2014) y se ha visto que la proteina precursora contiene una secuencia
de transito a cloroplasto escindible en el N-terminal (Abdel-Ghany y col., 2005b). A diferencia
de PAA1/HMAG, PAA2/HMAS carece de unaregion rica en glicinas (Gly) presente en la region
localizada entre el péptido sefal y el HMB en la region N-terminal de la proteina PAAL/HMAG
(Abdel-Ghany y col., 2005b), que podria servir como sefial para la retencién de la proteina en
la envuelta del cloroplasto (Inoue y Keegstra, 2003; Abdel-Ghany y col., 2005b). Esta
diferencia parece que es capaz de determinar parcialmente la diferente localizacion de
AtPAA1/HMAG y AtPAA2/HMAS en la envuelta y en el tilacoide, respectivamente (Pilon, 2014).

La expresion de AtPAA2/HMAS8 se detecta en la parte aérea de las plantas y no esta
presente en raices (Abdel-Ghany y col., 2005b). La proteina AtPAA2 esta regulada
especificamente por Cu, se ha visto que en deficiencia de Cu se acumula en el tilacoide
(Tapken y col., 2012). La regulacién de AtPAA2/HMAS8 es postranscripcional, por el sistema
de proteasas Clp (Chloroplast Caseinolytic Protease) (Tapken y col., 2015). El sistema Clp
esta localizado en el estroma, cuenta con la chaperona ClpC1 y la subunidad ClpR2 del nacleo
Clp. ClpC1 y CIpR2 son proteinas de codificacion nuclear. El sistema Clp es de origen
procariota y tiene un nacleo proteolitico en forma de barril con chaperonas asociadas (Olinares

y col., 2011). En los mutantes clpcl-1 y clpr2-1 aumenta AtPAA2 en condiciones de alto Cu
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en comparacion con las plantas silvestres. Parece que la regulacion de AtPAA2 por Clp es
especifica, y no esté presente en AtPAAL. A su vez, el sistema Clp no se ve afectado por Cu
(Tapkeny col., 2015).

El mutante paa2 fue identificado gracias al fenotipo de mayor fluorescencia de la
clorofila, pero no presenta fenotipo visible en condiciones de cultivo estdndar. En estos
mutantes la actividad de las SOD se ve afectada y la PC se acumula en su forma apo (Abdel-
Ghany y col., 2005b). Por otra parte, el doble mutante paalpaa2 tiene un fenotipo letal,
sugiriendo la importancia de estos transportadores para las plantas (Abdel-Ghany y col.,
2005b). AtPAAL y AtPAA2 estan implicados en el transporte de Cu al cloroplasto (Shikanai y
col., 2003; Abdel-Ghany y col., 2005b), lo que es de vital importancia ya que al menos la mitad
del Cu se encuentra en el cloroplasto de las células fotosintéticas de A. thaliana (Ravet y Pilon,
2013), aungque también se han descrito acumulaciones de Cu en acidocalcisomas junto con

Cay P en otros organismos como C. reinhardtii (Hong-Hermesdorf y col., 2014).
- Otros miembros de la familia HMA

Las ATPasas AtHMA2 y AtHMA4 estan implicadas en la homeostasis de Zn (Hussain
y col., 2004). AtHMA2 es capaz de transportar Zn?*, Cd?* y otros cationes divalentes (Ereny
Arguello, 2004). HMA2 podria estar implicada en la exportacion de Zn?* desde el citoplasma
(Eren y Arguello, 2004). Esta proteina se localiza en la membrana plasmética (Hussain y col.,
2004; Verret y col., 2004) y su dominio de unién a metal en el extremo C-terminal parece estar
implicado en la localizacién subcelular de la proteina (Wong y col., 2009). Por otra parte, se
ha visto que AtHMA4 también es capaz de transportar Zny Cd y parece estar implicada en la
detoxificacion de metales (Mills y col., 2005). Se considera que AtHMA2 y AtHMA4 podrian
tener funciones parcialmente redundantes, y estar implicadas en la translocacién de metales
pesados fuera de las células (Verret y col., 2004; Colangelo y Guerinot, 2006) y el transporte
del Cd desde las raices hacia los tallos (Wong y Cobbett, 2009).

Otro de los transportadores de la familia HMA implicado en la homeostasis de metales
es HMA3. Se ha visto que HMA3, de localizacion vacuolar, podria ser responsable del
secuestro intracelular de Cd, Pb (Gravot y col., 2004; Morel y col., 2009), Co y Zn (Morel y
col., 2009), y los polimorfismos en este gen constituyen el mayor determinante de la cantidad
de Cd en las hojas (Chao y col., 2012).

25



4.3.2.3. Otros transportadores de cobre

En arroz, se ha identificado el transportador de Cu de la familia MFS (Major Facilitator
Superfamily) TaCT1 (Copper Transporterl). Se han encontrado tres genes (TaCT1-5A,
TaCT1-5B y TaCT1-5D) que codifican para este transportador. Se trata de una proteina
localizada en el aparato de Golgi, con 12 dominios transmembrana, un bucle citoplasmético
grande entre los dominios transmembrana 6 y 7 y ambos extremos N- y C-terminal localizados
hacia el citoplasma. Estos genes se expresan predominantemente en las hojas mostrando un
ritmo circadiano. Estan regulados por Cu, mostrandose una mayor expresion en condiciones

de deficiencia e inhibiéndose en exceso de Cu (Liy col., 2014).

Las proteinas de la familia YSL (Yellow Stripe 1-Like Transporter) pertenecen a los
transportadores de oligopéptidos OPT. Representan un candidato para el transporte de
complejos NA-metal a través de las membranas celulares. Son proteinas localizadas en la
membrana plasmatica, y su expresion esta limitada al sistema vascular. Podrian estar
implicadas en la descarga de metales desde el xilema a través de la toma por las células del
parénquima xilematico y en la carga del floema a través de la toma por las células asociadas

al floema (Curie y col., 2009).

AtYSL2, localizado en la membrana plasmatica, es capaz de transportar Cu-NA vy
podria estar implicado en el movimiento lateral entre los haces vasculares. El gen que codifica
para esta proteina se expresa principalmente en las células del parénquima xilematico y esta
regulado por Cu y Fe (DiDonato y col., 2004). En arroz, los transportadores OsYS1 (Yellow
Stripe 1) (Roberts y col., 2004) y OsYSL16 (Zheng y col., 2012) son capaces de transportar
Cu en forma Cu-NA. OsYSL16 se expresa en la region del floema, exodermis y estela, y
parece estar implicado en la distribucion y redistribucion del Cu a los tejidos en desarrollo y

semillas a través del transporte por floema (Zheng y col., 2012).
4.4, REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DEL COBRE

En la homeostasis de metales estan implicados la regulacibn en la toma y
translocacion, secuestro en compartimentos intracelulares, unibn a proteinas u otras
moléculas (Chaffai y Koyama, 2011) y uso alternativo de enzimas que contienen Cu o Fe para

catalizar la misma reaccion (Puig y col., 2007a).

Numerosos estudios parecen indicar que las homeostasis del Cu y del Fe se
encuentran relacionadas mediante un mecanismo aun poco conocido. Se ha visto que en

condiciones de bajo Fe, las plantas de A. thaliana acumulan Cu debido probablemente a un
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requerimiento adicional de Cu para proveer de su cofactor a enzimas como podrian ser la
Cu/ZnSOD (Waters y Armbrust, 2013). También se ha visto que la deficiencia de Cu promueve
la acumulacion de Fe mediante el incremento de la toma de Fe. Esto podria producirse ya que
la deficiencia de Cu o Fe afecta a la homeostasis total de metales. La deficiencia de Cu
estimula la expresion de FRO2, y promueve la adquisicibn de Fe por una ruta que
probablemente no sea la ruta primaria (Waters y col., 2014). Se ha visto que la deficiencia de
Cu produce una disminucion del transporte de Fe desde las raices hacia las partes aéreas de
la planta, lo que puede deberse a la existencia de transportadores implicados en la
homeostasis de Fe dependientes de la actividad de proteinas MCO (multicobre oxidasas)
(Bernal y col., 2012).

44.1. SPL7

En la homeostasis del Cu en plantas esta implicado el factor de transcripcién SPL7
(Squamosa Promoter Binding Protein-Like 7), que forma parte de una familia SPL, con 17
miembros en A. thaliana y 11 en arroz, implicados en diversos procesos biolégicos (Chen y
col., 2010). SPL7 constituye el regulador central de la respuesta a la deficiencia de Cu. En
condiciones de bajo Cu, el factor de transcripcion SPL7 se encuentra activo y esta implicado
en la regulacién de la respuesta de homeostasis del Cu (Yamasaki y col., 2009). SPL7 se
localiza en el nacleo (Garcia-Molina y col., 2014) y muestra una alta expresion en las raices,

aungue la expresioén puede detectarse en toda la planta (Pilon y col., 2009).

El factor de transcripcion SPL7 activa la transcripcién de sus genes diana a través de
la interaccion con los motivos GTAC en sus promotores en condiciones de deficiencia de Cu
(Kropat y col., 2005; Nagae y col., 2008; Yamasaki y col., 2009). Algunas de las dianas de
SPL7 son genes cuyos productos estan implicados en la reduccién del Cu?* para su posterior
asimilacién (FRO4 y FRO5), en el transporte del Cu (COPT1, COPT2, COPT5 y parcialmente
COPT6) y la eliminacion de ROS dependiente del cofactor Fe en lugar de Cu (FeSOD)
(Yamasaki y col., 2009; Bernal y col., 2012; Jung y col., 2012; Perea-Garcia y col., 2013;
Hanikenne y col., 2014).

SPL7 también es capaz de interaccionar fisicamente con KIN17 (Immunological
Kinship to RecA protein clone 17), con localizacién y expresion que se solapa parcialmente
con SPL7. KIN17 interacciona con SPL7 para afinar la respuesta en deficiencia de Cu. El
doble mutante kin17-1spl7-2 tienen un fenotipo mas exacerbado que los mutantes simples, y
parece que una accion sincronizada de KIN17 y SPL7 puede ser necesaria para alcanzar el

adecuado crecimiento y desarrollo bajo condiciones de deficiencia de Cu (Garcia-Molina y

27



col., 2014). Otros factores de transcripcion como HY5 (Long Hypocotil 5) también podrian
actuar en combinacion con SPL7 para regular los genes diana produciendo una respuesta
integrada (Zhang y col., 2014).

4.4.2. Micro ARNs de cobre

Otras dianas de SPL7 son los micro ARNs de Cu (Yamasaki y col., 2007). Los micro
ARNs son ARNs enddgenos no codificantes de 21-24 nt que contribuyen a la regulacion
postranscripcional de sus dianas complementarias. Se han encontrado micro ARNs con un
papel clave en la homeostasis de Cu (micro ARNs de Cu), asi como de otros elementos como
el P, el Soel Cd (Ding y Zhu, 2009; Zhu y col., 2011; Mendoza-Soto y col., 2012; Kehr, 2013).

Los micro ARNs de Cu también tienen motivos GATC en sus promotores (Lu y col.,
2011). Estos micro ARNSs regulan la expresion de proteinas de Cu que se consideran no
esenciales que se acumulan solamente si el aporte de Cu es suficiente para cubrir las
demandas de las cuproproteinas imprescindibles (Yamasaki y col., 2007; Abdel-Ghany y
Pilon, 2008). Los micro ARNs de Cu aumentan en condiciones limitantes de Cu y desaparecen
en suficiencia de Cu, mostrando una correlacién inversa entre sus niveles y los niveles de
ARNmM de sus dianas (Abdel-Ghany y Pilon, 2008) (Tabla 1).

Se conocen varias familias de micro ARNs que regulan las proteinas de Cu no
esenciales (Ravet y Pilon, 2013). La familia miR398 esta formada por tres genes: miR398a,
miR398b y miR398c. La secuencia madura de miR398b es igual a la de miR398¢c, mientras
que el extremo 3’ de miR398a es diferente (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y Zhu,
2004). Entre las dianas conocidas de miR398 se encuentran los transcritos de CSD1 y CSD2
(Bonnet y col., 2004; Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y col., 2006; Yamasaki y col.,
2007). De esta forma se remplaza la actividad SOD dependiente de Cu por Fe, mediante la
disminucion de la Cu/ZnSOD y el aumento de FeSOD (Abdel-Ghany y Pilon, 2008). Otras
dianas de miR398 son los ARNm de una de las dos isoformas de COX5b (subunidad 5b de la
COX mitocondrial) (Sunkar y Zhu, 2004; Yamasaki y col., 2007) y la chaperona AtCCS (Cohu
y col., 2009; Beauclair y col., 2010). CCS tiene diferentes formas de procesamiento alternativo,
pero todas contienen la diana de miR398, por lo que miR398 puede actuar en todas ellas. El
sitio diana de miR398 estd muy conservado en plantas. También se ha visto que AGO10
(Argonaute 10) esta implicada en la regulacién postranscripcional dirigida por miR398

(Beauclair y col., 2010).
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Tabla 1. Micro ARNs de Cu con sus genes diana y referencias bibliogréaficas.

Micro ARN Diana Referencias

(Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y

miR397 LAC2, LAC4, LAC17
Zhu, 2004; Abdel-Ghany y Pilon, 2008)
(Bonnet y col.,, 2004; Jones-Rhoades y
) Bartel, 2004; Sunkar y Zhu, 2004;
miR398 CsD1, CSD2, CCS, COX5b-1, NOD19 )
Yamasaki y col., 2007; Cohu y col., 2009;
Beauclair y col., 2010; Naya y col., 2014)
) o (Sunkary Zhu, 2004; Abdel-Ghany y Pilon,
miR408 LAC3, LAC12, LAC13, Plantacianina
2008; Maunoury y Vaucheret, 2011)
miR857 LAC7 (Abdel-Ghany y Pilon, 2008)
miR1444 PPO (Luy col., 2011)

En Phaseolus (P.) vulgaris, también se ha encontrado el miR398, cuyas dianas
incluyen a NOD19 (Nodulin 19). NOD19 podria estar implicada en la respuesta a estrés
oxidativo (Naya y col., 2014). Los genomas de arroz, chopo, lotus y medicago también
codifican para micro ARNs homologos de miR398, lo que sugiere un mecanismo conservado
de adaptacion a la deficiencia de Cu en plantas superiores (Sunkar y Zhu, 2004; Yamasaki y
col., 2008).

La familia miR397 esta constituida por dos genes (miR397a y miR397b) cuyas dianas
son las lacasas LAC2, LAC4 y LAC17 (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y Zhu, 2004;
Abdel-Ghany y Pilon, 2008). La expresién de miR397 se detecta en el meristemo apical, tallo,
semillas y plantulas. En comparacion, la expresion de miR397b es mucho mayor que la de
miR397a (Wang y col., 2014).

El micro ARN miR408 esta codificado por un solo gen (Sunkar y Zhu, 2004) y tiene
como dianas las lacasas LAC3, LAC12 y LAC13 (Abdel-Ghany y Pilon, 2008) y la
plantacianina (Sunkar y Zhu, 2004; Abdel-Ghany y Pilon, 2008; Maunoury y Vaucheret, 2011).
A su vez, las proteinas AGO1 y AGO2 tienen un papel redundante en la regulacién del nivel
de mRNA de la plantacianina a través de su asociacion con el miR408 (Maunoury y Vaucheret,
2011).

El miR857 procede de un solo gen y su diana es el ARNm de LAC7 (Abdel-Ghany y
Pilon, 2008).
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El miR444 tiene como diana la PPO cloroplastica. También existen otras lacasas
(LAC8, LAC11 y LAC15) que no se conoce si estan reguladas por micro ARNs, pero que
también muestran una regulacién por Cu (Abdel-Ghany y Pilon, 2008).

En P. trichocarpa se encuentra el miR1444 especifico, ademés de los miR397, miR398
y miR408 (conservados) (Lu y col., 2011). miR1444 tiene como dianas todas las PPO
plastidiales (Ravet y col., 2011).

4.4.3. Otros aspectos de laregulaciéon por Cu

Los glacidos, como la sacarosa, también estan implicados en la homeostasis del Cu.
La sacarosa es capaz de regular la acumulacién de Cu a través de vias dependientes e
independientes de SPL7. En condiciones de alta sacarosa, aumentan los miR398 y miR408
de una forma dependiente de la dosis. En alta sacarosa disminuye la expresion de CSD1,
CSD2, CCS y PC, y aumenta PAALl, CCH, COX17 y ZIP2, posiblemente para aumentar la
redistribucion del Cu. En alta sacarosa la acumulacion de Cu se ve inhibida, esto puede

deberse a la reduccién de la expresién de proteinas que contienen Cu (Reny Tang, 2012).

Existen otros genes que también son regulados por Cu, pero de manera independiente
de SPL7, como son HMA5 y FROG6 (Pilon y col., 2009). La proteina AtPAA2 esta regulada por
Cu, independientemente de SPL7 (Tapken y col., 2012) a través del sistema de proteasas Clp
(Tapkeny col., 2015). También se ha visto que multiples isoformas de PPO son reguladas por
Cu (Ravet y col., 2011). Se ha descrito que una de las dos isoformas de la PC (AtPC1) no
esta regulada por Cu, mientras que AtPC2, la isoforma mas abundante, se acumula en
respuesta a la adicién de Cu al medio de cultivo (Abdel-Ghany, 2009). Sin embargo, se ha
visto que la PC no esta regulada transcripcionalmente por Cu (Abdel-Ghany y Pilon, 2008).
En cambio, otras proteinas involucradas en la homeostasis del Cu no estan reguladas por Cu,
como AtPAAL (Tapkeny col., 2012), AtATX1 (Pilon y col., 2009) o AtCOPT5 (Garcia-Molina
y col., 2011).

Por otra parte, el Cu podria estar implicado en la regulacién del ciclo circadiano. Las
plantas con unincremento del Cu endégeno debido a la sobreexpresion de los transportadores
COPT1 y COPTS3, muestran fenotipo de plantas con ciclo circadiano alterado, disminucion en
la expresién de los genes LHY (Late Elongated Hypocotil) y CCA1l (Circadian Clock-
Associatedl), componentes centrales del reloj interno, por lo que podrian tener alteraciones

en el ciclo circadiano celular (Andrés-Colas y col., 2010; Perea-Garcia y col., 2010).
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4.4.4. Implicaciones de la homeostasis del cobre

Las plantas necesitan mecanismos de regulacion de la toma de Cu y su distribucion,
ya que la disponibilidad del Cu en el medio varia, y las necesidades de la planta dependen de
su estado de desarrollo y condiciones. Por una parte, la regulacién de los transportadores de
Cu sugiere un mecanismo de regulacion de la carga y exportacion del Cu en la raiz (Burkhead
y col., 2009).

Por otra parte, la mayoria de las proteinas de Cu son abundantes bajo condiciones no
limitantes de Cu, pero sus actividades parecen ser dispensables. Estas proteinas de Cu
podrian servir para tamponar el exceso de Cu (Ravet y Pilon, 2013). Algunas algas rojas,
muchas cianobacterias y algas verdes como C. reinhardtii cuentan con el citocromo cs (Ho y
Krogmann, 1984) que se expresa bajo deficiencia de Cu y funcionalmente remplaza a la PC,
mientras que ésta es activamente degradada (Wood, 1978; Merchant y Bogorad, 1986; Li y
Merchant, 1995) probablemente por la proteina RSEP1 (Regulator for Sigma-E Protease 1)
(Kropat y col., 2015). El citocromo ce tiene similitudes estructurales con la PC a nivel
superficial, con areas de interaccion equivalentes, lo que podria explicar su intercambio
funcional (Diaz-Quintana y col., 2003). Sin embargo, no hay evidencia de esta compensacion
por un citocromo ¢; homologo en plantas superiores (Molina-Heredia y col., 2003). En lugar
de eso, las plantas priorizan la distribucion de Cu hacia la PC sobre el resto de proteinas
dispensables y remplazan las proteinas de Cu por sus equivalentes proteinas dependientes
de Fe (Cohu y Pilon, 2007; Abdel-Ghany y Pilon, 2008; Ravet y col., 2011), como es el caso
de la Cu/ZnSOD y FeSOD (Abdel-Ghany y Pilon, 2008).

5. SITUACION ACTUAL Y PERSPECTIVAS

La homeostasis de metales en las plantas se ha convertido en un punto clave de
estudio debido a las necesidades mundiales de produccién de energia y alimento de forma
sostenible y acorde con el medio ambiente (Palmer y Guerinot, 2009). Las plantas son la
principal entrada de micronutrientes en la cadena trofica, por lo que el estudio de los
mecanismos de regulacion de la toma y distribucién del Cu son relevantes para evitar niveles
inadecuados de Cu en las plantas de interés agroalimentario (Pefarrubia y col., 2010). A pesar
de los recientes avances en el conocimiento de la homeostasis en plantas, todavia quedan
muchas cuestiones por resolver. Las plantas han superado muchos de los desafios de la
homeostasis de metales, desde la toma al transporte y localizacion. Sin embargo, el transporte
entre los tejidos y localizacion subcelular todavia cuentan con muchos puntos desconocidos

hasta el momento. Dada la importancia de los metales para la supervivencia y Optimo
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desarrollo de las plantas, y dada la importancia de las plantas en la nutriciébn y energia, es

esencial continuar la investigacion de estas cuestiones de la homeostasis de metales.

Quedan muchos aspectos pendientes sobre componentes principales de la
homeostasis del Cu como son las chaperonas y las ATPasas de tipo Pig, en relacién con el
amplio rango de funciones que llevan a cabo en plantas, su regulacion y potencial para la
explotacién biotecnolégica. Por otra parte, las leguminosas (Fabaceae) constituyen una
importante familia utilizada en la agricultura sostenible, ya que son capaces de formar
simbiosis para la fijacién de nitrdgeno (Barcel6 y col., 2001), en la que esta implicada el Cu
(Gonzélez-Guerrero y col., 2014) y, en especial, la soja es uno de los cultivos agricolas
principales en el mundo con multitud de usos (Hartman y col., 2011). Ademas, esta especie

tiene un alto potencial en la extraccion de metales del suelo (Murakamiy Ae, 2009).
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Objetivos
OBJETIVOS

- Estudio de los genes y proteinas PAA2.
- Caracterizaciéon funcional de las proteinas de soja GmPAA2-1/HMAS-1 y
GmPAA2-2/HMAS-2.
- Localizacion de las proteinas GmPAA2-1/HMAS8-1 y GmPAA2-2/HMAS8-2.
- Analisis y regulacion transcripcional y postranscripcional de GmPAA2-
1/HMAS8-1 y GmPAA2-2/HMAS8-2 de soja.
- Estudio de la chaperona GmCCS
- Clonacion, sobreexpresion y purificacion de la proteina GmCCS de soja.
- ldentificacion del nimero de sitios de union a Cu de la proteina GmCCS y
caracteristicas de la interaccion ligando-proteina.

- Estudio del estado oligomérico de la proteina GmCCS.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1. MANIPULACION DE BACTERIAS
1.1.1. Cepas de Escherichia (E.) coli utilizadas y condiciones de cultivo

Se han utilizado diferentes cepas de E. coli dependiendo de la finalidad del estudio.
Las células DH5a (F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mg+)
phoA kE44 A- thi-1 gyrA96 relAl) y One Shot TOP10 (F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG)
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) se utilizaron para la clonacion de
productos amplificados por PCR. Las células DB3.1 (F" gyrA462 endAl glnVV44 A(srl-recA)
mcrB mrr hsdS20(rs-, mg-) arald galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll) se utilizaron
para la propagacién de vectores con el gen letal CcdB (Control of Cell Death). Las células
LMG194 (F AlacX74 galE thi rpsL AphoA (Pvu IlI) Aara714 leu::Tnl10) (Invitrogen, Life

Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) se utilizaron para la sobreexpresién de proteinas.

Las bacterias se cultivaron en medio LB (Lysogenic Broth) (Bertani, 1951) liquido o
sélido. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C durante toda la noche (con agitacién a 200 rpm
en un agitador Rotabit -J. P Selecta, Barcelona, Espafia- en el caso de los cultivos liquidos).
Los medios para la seleccion de bacterias transformantes se suplementaron con 50 pg ml?
ampicilina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) o 50 pg ml?* kanamicina (Duchefa, Haarlem,
Holanda).

Medios de cultivo:

Medio LB liquido: 1% (p/v) triptona; 0,5% (p/v) extracto de levadura; 1% (p/v) NaCl; pH
7,2.

Medio LB solido: 1% (p/v) triptona; 0,5% (p/v) extracto de levadura; 1% (p/v) NacCl,
1,5% (p/v) agar bacteriologico (Conda, Madrid, Espafia); pH 7,2.

1.1.2. Preparacién de E. coli quimiocompetentes

Se sembr6 una placa de LB sélido con la cepa de E. coli requerida y se cultivo a 37 °C
durante toda la noche. Se inocul6 un cultivo previo de 2 ml de medio LB con una colonia
individual y se cultivd durante toda la noche a 37 °C con agitacion. Se utilizaron 500 pl de este

cultivo previo para inocular 50 ml de LB y se cultivd a 37 °C con agitacion hasta que la

39



absorbancia a 600 nm alcanzé un valor de 0,6 en cubetas de 1 cm de paso de luz. A
continuacion, las células se recogieron por centrifugacion en tubos falcon frios a 3000 x g
durante 10 min a 4 °C y se resuspendieron cuidadosamente en 15 ml de tampon de
transformacion | frio. Se centrifugaron a 3000 x g durante 10 min a 4 °C y el sedimento se
resuspendié cuidadosamente en 2 ml de tampdn de transformacion |l frio. Se dividié en
alicuotas de 100 pl, que se congelaron con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80 °C hasta

su utilizacion.

Tampones:

Tampon de transformacion |: 30 mM acetato potasico, pH 5,8; 50 mM MnCl,. 100 mM
RbClz; 15% (p/v) glicerol.

Tampon de transformacion 1l: 20 mM MOPS, pH 7,0; 75 mM CacClz; 10 mM RbCl;; 15%
(p/v) glicerol.

1.1.3. Transformacién de E. coli quimiocompetentes

Se descongelaron las células competentes en hielo, se afiadieron 1-2 ul de ADN
plasmidico 0,1-0,5 pg It (ver apartado 2.1.2) y se mantuvieron 5 min a 4 °C. A continuacion,
se incubaron a 42 °C durante 30 s en un bafio himedo y unos 5 min en hielo. Se afiadieron
600 pl de LB liquido a las células y se cultivaron a 37 °C durante 1 h. Se centrifugaron a 2800
X g durante 5 min, el sedimento se resuspendié en unos 200 pl de medio LB y se sembré en
una placa de LB sélido con el antibiético correspondiente (ampicilina o kanamicina 50 pg ml-

1) para la seleccion de las bacterias transformantes.

1.1.4. Cepas de Agrobacterium (A.) tumefaciens utilizadas y condiciones de

cultivo

La cepa de A. tumefaciens utilizada fue GV3101 (resistente a rifampicina) con el
plasmido de ayuda pMP90 (resistente a gentamicina). Las células se cultivaron en medio LB
liquido o sélido con 25 pg ml! gentamicina (Duchefa, Haarlem, Holanda) y 100 pug mi?
rifampicina (Duchefa, Haarlem, Holanda) o con 25 pug ml* gentamicina y 50 pg ml* kanamicina
para la seleccién de transformantes. Se cultivaron a 28 °C con agitacién (en el caso de cultivos

en medio liquido) durante dos dias.
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1.1.5. Preparaciéon de A. tumefaciens electrocompetentes

Se sembré una placa de LB soélido suplementado con 25 pg ml* gentamicina y 100 ug
ml? rifampicina con A. tumefaciens y se cultiv a 28 °C durante dos dias. Se utilizé una colonia
individual para inocular un cultivo de 5 ml de LB/gentamicina/rifampicina y se cultivd durante
dos dias. Se utilizé el cultivo previo para inocular 100 ml de LB y se cultivd hasta que la
absorbancia a 600 nm alcanz6 0,5 en cubetas de 1 cm de paso de luz. Las bacterias se
recogieron por centrifugacion a 3500 x g durante 15 min a 4 °C en tubos falcon frios, y se
resuspendieron en tampoén de lavado |. Se centrifugaron a 3500 x g durante 15 mina 4 °Cy
el sedimento se resuspendio en tampoén de lavado Il. Se centrifugaron a 3500 x g durante 15
min a 4 °C y se resuspendieron en 400 pl de tampdn de lavado II. Se dividié el volumen en
alicuotas de 50 pl, que se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C hasta su

uso.

Tampones:

Tampon de lavado I: 1 mM HEPES, pH 7,5.
Tampon de lavado I1: 1 mM HEPES, pH 7,5; 10% (p/v) glicerol.
1.1.6. Transformacién de A. tumefaciens electrocompetentes

Se descongelaron las células electrocompetentes de A. tumefaciens en hielo y se les
afiadié 1 pl de ADN plasmidico diluido 1/10-1/20, a una concentracién de aproximadamente
50 ng plt. Se transfirieron a una cubeta de electroporacion esterilizada previamente con 70%
(v/v) etanol. La electroporacion se realiz6 durante 5-10 ms con los siguientes ajustes: voltaje
1,8 kV, resistencia 400 Q y capacitancia 25 pF. Se afadioé 1 ml de medio LB frio a las bacterias
y se cultivaron a 28 °C durante 1 h con agitacion suave. Las células se recogieron por
centrifugacion a 2800 x g durante 5 min, se sembraron en placas con LB sélido con 25 pg ml-
! gentamicina y 50 pg ml* kanamicina para la seleccién de transformantes, y se cultivaron a
28 °C durante dos dias.

1.1.7. Conservacion de cepas bacterianas alargo plazo

Se cultivaron las cepas bacterianas en 5 ml de LB (con antibi6ticos si éstos eran
necesarios) durante toda la noche. Se mezclaron por inversion 800 pl del cultivo previo con
200 pl de glicerol estéril, se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C para su

almacenamiento a largo plazo.
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1.2.  MANIPULACION DE LEVADURAS

1.2.1. Cepas de Saccharomyces (S.) cerevisiae utilizadas y condiciones de

cultivo

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas fueron ccc2 (BY4749; MATa his3A1 leu2A0
met15A0 ura3A0 YDR270w::kanMX4) y su correspondiente cepa silvestre, BY4741 (MATa
his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) (EUROSCARF, Frankfurt, Alemania).

Las levaduras fueron cultivadas en medio completo YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) o medio minimo completo SD (Synthetic Defined) sin histidina o sin uracilo, liquido
0 solido. Las levaduras se cultivaron a 30 °C durante 1-2 dias con agitacion a
aproximadamente 200 rpm en el caso de los cultivos liquidos.

Medios de cultivo:

YPD liquido: 1% (p/v) extracto de levadura; 2% (p/v) peptona bacterioldgica; 2% (p/v)

glucosa.

YPD sdélido: 1% (p/v) extracto de levadura; 2% (p/v) peptona bacteriolégica; 2% (p/v)

glucosa; 2% (p/v) agar bacterioldgico.

SD-His/SD-Ura liquido: 0,67% (p/v) YNB (Yeast Nitrogen Base); 0,077% (p/v) CSM-
His/CSM-Ura (Complete Suplement Mixture -Histidin/-Uracil).

SD-His/SD-Ura solido: 0,67% (p/v) YNB; 0,077% (p/v) CSM-His/CSM-Ura; 2% (p/v)

agar bacteriolégico.
1.2.2. Preparacion de S. cerevisiae competentes

Se sembr6 una placa de YPD sdlido con S. cerevisiae y se cultivd durante 2 dias a 30
°C. Se inocul6 un cultivo previo de 5 ml de YPD liquido con una colonia individual y se cultivd
durante toda la noche a 30 °C con agitacion. Se utilizo este cultivo previo para inocular 100 ml
de medio YPD y se cultivd hasta que la absorbancia a 600 nm alcanzé 0,6 en cubetas de 1
cm de paso de luz. Se centrifugé a 2000 x g durante 10 min a 4 °C y las células se
resuspendieron cuidadosamente en 20 ml de tampdn de transformacion | frio. Las células se
centrifugaron a 2000 x g durante 10 min a 4 °C y se resuspendieron en 2 ml de tamp6n de

transformacion |. Se dividio en alicuotas de 200 pl y se guardaron a -80 °C.
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Tampones:

Tampon de transformacion I: 10 mM bicina-KOH, pH 8,35; 1 M sorbitol; 3% (v/v)
etilenglicol.

1.2.3. Transformacién de S. cerevisiae competentes

Se afadieron a las células de S. cerevisiae competentes 1-2 pg de plasmido y 50 ug
de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado y se incubaron a 37 °C durante 5 min en un
bafio humedo. Se afiadié 1 ml de tampon de transformacion Il y se cultivaron durante 1 h a 30
°C con agitacion suave. Se centrifugaron a 2000 x g durante 2 min y el sedimento se lavé dos
veces con 800 ul de tampon de transformacion lll. Se centrifugaron a 2000 x g durante 2 min
y las levaduras se sembraron en placas de medio SD-His o SD-Ura para la seleccién de

levaduras transformantes.

Tampones:

Tampon de transformacion 1l: 200 mM bicina-KOH, pH 8,35; 40% (p/v) polietilenglicol
1000.

Tampon de transformacion lll: 20 mM bicina-KOH, pH 8,35; 150 mM NacCl.
1.2.4. Analisis fenotipicos en S. cerevisiae

Este método se utilizé con dos objetivos diferentes: 1) Complementacién funcional de
levaduras ccc2. La cepa ccc2 se transformé con el vector vacio pFL61 Gateway (Minet y col.,
1992) y las construcciones derivadas del mismo que contienen las regiones codificantes
(CDS, Coding DNA Sequence) de los genes GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 (apartado
2.6.3). La correspondiente cepa silvestre se transform6 con el vector vacio pFL61. Se
cultivaron tres colonias independientes de cada transformacion en medio SD-Ura liquido hasta
una absorbancia a 600 nm de 0,3 en cubetas de 1 cm de paso de luz. Se realizaron 5
diluciones seriadas, correspondientes con aproximadamente 107-10° células ml?, se
cultivaron en placas SD-Ura sin suplementar o suplementado con 20 uM BCS (batocuproina
disulfonato) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) y 20 uM BPS (batofenantrolina disulfonato,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) durante 2 dias a 30 °C y se fotografiaron.

El segundo objetivo fue: 2) el estudio funcional de GmPAA2-1, GmPAA2-1T y
GmPAA2-2 en levaduras silvestres. Para ello, las levaduras silvestres BY4741 se

transformaron con el vector vacio pFL61 y las construcciones con GmPAA2-1, GmPAA2-1T y
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GmPAA2-2. Se realizaron diluciones como se detalla anteriormente y las levaduras se
cultivaron en placas con medio SD-Ura y SD-Ura con diferentes concentraciones de CuSO,
(0,6 mM, 0,8 MM, 1 mM, 1,2 mMy 2 mM) durante dos dias.

1.3. MANIPULACION DE PLANTAS
1.3.1. Cultivo de Arabidopsis (A.) thaliana

Se han utilizado plantas de A. thaliana (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) (Holl y
Heynhold, 1842) silvestres ecotipo Columbia (Col-0 y Col-3) y Lansdberg erecta (Ler), asi
como los mutantes paal-1 (Shikanai y col., 2003) y paa2-1 (Abdel-Ghany y col., 2005b), que
fueron amablemente proporcionados por la Dra. Wiebke Tapken (Laboratorio del Dr. Marinus
Pilon, Biology Department, Colorado State University, Fort Collins, CO, EEUU), y el mutante
spl7-2 (Bernal y col., 2012).

Las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas con una solucién de 70% (v/v) etanol
durante 1 min, seguido de un lavado con agua destilada estéril, una incubacién de 10 min con

solucién de esterilizacion y 4 lavados con agua destilada estéril.

A continuacion, las semillas se sembraron con ayuda de una micropipeta en placas de
Petri con medio sélido %2 MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 1% (p/v) sacarosa.
Las placas fueron estratificadas durante 3 dias a 4 °C en oscuridad. Seguidamente, éstas
fueron transferidas a camaras de cultivo de plantas con condiciones controladas de
temperatura (22/18 °C dia/noche), humedad relativa (70%), intensidad de luz (100-120 yE m"
2 s1) y con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad, dia largo) o 13/11 h (dia corto) durante 14
dias. Posteriormente las plantas fueron transferidas a macetas con 3:1 (v/v) turba:vermiculita

hasta su cosecha.

En algunos casos, las semillas se sembraron directamente en turba:vermiculita y se
cultivaron en las mismas condiciones descritas anteriormente. Las plantas fueron regadas 2-

3 veces por semana.

Las semillas se recogieron en bolsas de papel y se almacenaron en tubos de 1,5 ml a

temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Medios v soluciones utilizadas:

Solucion de esterilizacion: 10% (p/v) NaClO; 0,05% (p/v) Tween-20.
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Medio sélido ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa: 0,22% (p/v) medio basal Murashige y Skoog
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU); 3 mM MES, pH 5,8; 1% (p/v) sacarosa.

1.3.2. Tratamientos de A. thaliana

Las plantas de A. thaliana ecotipo Ler y paal-1, para el ensayo de complementacion
de paal-1 con GmPAA2-1 y GmPAA2-2, se cultivaron en placas de plastico con medio ¥2 MS
con 1% (p/v) sacarosa, 0,8% (p/v) agar tipo M con o sin 10 uM CuSO, afiadido al medio
durante 14 dias en posicion horizontal. Este experimento se realiz6 paralelamente con plantas
sembradas directamente en tierra y cultivadas durante 5 semanas, que fueron regadas con

agua corriente sin suplementar o suplementada con 1 mM CuSOQOa..

Las plantas de A. thaliana ecotipo Col-0, Col-3, paa2-1 y spl7-2, utilizadas para el
ensayo de complementacion de paa2-1 con GmPAA2-1 y GmPAA2-2, se cultivaron en
diferentes medios en placas de Petri de cristal y de plastico. Las placas de cristal se lavaron
durante toda la noche con 0,2 N HCI para eliminar los metales adsorbidos a la superficie,
posteriormente se lavaron 3 veces con agua ultrapura y se esterilizaron en autoclave. Se
utilizé 1% (p/v) agar tipo M (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) para este experimento, el
cual se lavé 3 veces con 10 mM EDTA, pH 5,7 durante toda la noche, una vez con agua
ultrapura durante toda la noche y 5 veces con agua ultrapura durante una hora.
Posteriormente se filtr, pesé y dividi6 en dos. El medio utilizado fue solucién Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1950) modificada I, con 0,5 uM CuSO, afiadido al medio o sin Cu afiadido.
Las plantas se cultivaron durante 14 dias en posicion vertical. En el caso de las placas de
plastico, se utiliz6 medio %2 MS suplementado con 0,1% (p/v) sacarosa y con 0,8% (p/v) agar

tipo M. Las plantas se cultivaron durante 14 dias en posicion vertical.

Las plantas de ecotipo Col-0 utilizadas para el ensayo de actividad del promotor de
AtPAA2 se cultivaron en dos condiciones nutricionales de Cu diferentes: 1) medio %2 MS con
1% (p/v) sacarosa y 0,8% (p/v) agar tipo M; 2) medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa con 10 uM
CuSO. y 0,8% (p/v) agar tipo M, en posicion vertical durante 13 dias. Estas plantas también
fueron cultivadas en medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 0,8% (p/v) agar tipo M en dos
condiciones de iluminacién diferentes: 1) alta luz (320 UE m? s); 2) baja luz (60 HE m? s™)

durante 13 dias.
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Medios de cultivo:

Solucion Hoagland modificada | (Hoagland 1): 1,5 mM Ca(NOs)2; 0,28 mM KH2POu;
0,75 mM MgSOg; 1,25 mM KNO3; 1 uM ZnSOg4; 5 pM MnSOy; 25 uM H3BO3; 0,1 pM NaxMoOy4;
50 uM KCI; 3 mM MES-KOH, pH 5,7; 5 uM Fe-HBED.

1.3.3. Transformacién estable de A. thaliana y seleccién de plantas

homocigotas

Las plantas de A. thaliana Col-0, Col-3, Ler, paal-1y paa2-1 se transformaron con las
construcciones siguiendo el protocolo descrito (Clough y Bent, 1998) con modificaciones. Se
cultivaron las plantas en tierra (apartado 1.3.1), cuando el tallo floral alcanzé una altura de
aproximadamente 1 cm, éste se corté a ras de la roseta. Se sembraron las células de A.
tumefaciens transformadas (apartado 1.1.6) en placas de LB sélido con 25 ug ml! gentamicina
y 50 ug mlt kanamicina y se cultivaron a 28 °C durante dos dias. A continuacién se utilizaron
estas placas para inocular 5 ml de medio liquido LB/gentamicina/kanamicina y se cultivaron a
28 °C con agitacion durante toda la noche. Este cultivo previo se utilizé para inocular cultivos
de 50 ml de LB, que se incubaron durante toda la noche a 28 °C con agitacién. Se midi6 la
absorbancia a 600 nm de los cultivos, se centrifugaron a 4300 x g durante 10 min y se
diluyeron en 50 ml de solucién de transformacion a una absorbancia a 600 nm de 0,8 en
cubetas de 1 cm de paso de luz. A continuacion se procedio a la transformacién de las plantas
de A. thaliana cuyos tallos florales habian sido cortados hacia 4 dias. Para ello, la solucién de
A. tumefaciens se extendié con un pincel, previamente esterilizado con 70% (v/v) etanol, por
toda la planta, especialmente por las flores, capullos, tallos y meristemos. Las plantas se
cubrieron con plastico transparente durante 3 dias y se recogieron las semillas cuando éstas

maduraron (semillas T1).

Para la seleccion de las plantas transgénicas, alrededor de 1000 semillas T1 (0,02 g)
de cada transformacion fueron sembradas en placas con medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa
y el marcador de seleccion correspondiente: 25 ug ml? glufosinato de amonio (Duchefa,
Haarlem, Holanda) para las construcciones del vector pEarleyGatel01 (Earley y col., 2006),
0 20 pug ml?t higromicina B (Duchefa, Haarlem, Holanda), para las construcciones en los
vectores pMDC32 y pMDC163 (Curtis y Grossniklaus, 2003) (apartado 2.6.3). Las plantulas
resistentes al herbicida se transfirieron a macetas y se recogieron las semillas (semillas T2).
Se sembraron 100 semillas T2 de forma ordenada en medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa y
herbicida. Se transfirieron a maceta 12 plantas de las lineas que mostraran un porcentaje de

germinacion del 75%, correspondiente con una segregacion 3:1, y se cultivaron hasta la
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recogida de las semillas (T3). Se sembraron 100 semillas T3 y se escogieron las lineas con
un 100% de germinacion, correspondientes con lineas homocigotas con una insercion del

transgeén.
Soluciones:

Solucion de transformacion: 5% (p/v) sacarosa; 0,05% (v/v) Silwett L-77 (Lehle Seeds,
Round Rock, TX, EEUU).

1.3.4. Aislamiento y transformacidn transitoria de protoplastos de A. thaliana

Los protoplastos del meséfilo de A. thaliana se aislaron utilizando el protocolo descrito
(Yoo y col., 2007) con modificaciones (Reuscher, 2012). Se seleccionaron hojas de A. thaliana
Col-0 de 3-4 semanas, completamente expandidas y sin signos de senescencia para obtener
una poblacién de protoplastos homogénea. Las hojas fueron cortadas con un bisturi en tiras
de 0,5-1 mm desde el nervio central, descartando la punta de la hoja y el peciolo. Las hojas
se sumergieron en 30 ml de solucién enzimatica en una placa de Petri. Las hojas se infiltraron
en vacio a 100 mbar durante 1 min y el vacio fue liberado de manera suave. Las hojas se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 3 h. Posteriormente, los protoplastos
se liberaron mediante agitacién suave. Se afiadié CaNO3 lentamente hasta una concentracion
final de 50 mM. La suspensién de protoplastos se filtré a través de una malla de nilén de 41
pm (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) para eliminar el material vegetal no digerido. Los

protoplastos se mantuvieron en hielo y se manipularon con cuidado en todo momento.

Se centrifugaron a 300 x g en un rotor basculante durante 5 min a temperatura
ambiente, se eliminé el sobrenadante y los protoplastos se resuspendieron en 2 ml de solucién
WI. Se centrifugaron a 300 x g durante 5 min, se elimin6 el sobrenadante y el sedimento fue
colocado en un tubo de 15 ml sobre un colchén de 5 ml de 21% (p/v) sacarosa. Se centrifugé
a 300 x g durante 10 min a temperatura ambiente, se recolectaron los protoplastos intactos

gue quedaron encima del colchén de sacarosa y se incubaron en hielo durante 30 min.

Para cada transformacién, se tomaron 200 pl de suspension de protoplastos y se
transfirieron a un tubo nuevo de 2 ml. Se centrifugaron a 1000 x g durante 3 min a temperatura
ambiente y se resuspendieron en 100 ul de solucion Man/Mg. Se afadieron 50 ul del
correspondiente plasmido a una concentraciéon de 1 pg plt y 110 pl de solucién de PEG y se
mezclaron por inversion. La mezcla se incubd 15 min a temperatura ambiente, se afadieron
440 pl de solucion W5 y se mezcld por inversion. Se centrifugd a 1000 x g durante 3 min a

temperatura ambiente y los protoplastos fueron resuspendidos cuidadosamente en 100 pul de

47



soluciéon WI. Se afiadieron 400 ul de WI progresivamente, y los protoplastos transformados
fueron incubados a temperatura ambiente y luz constante de unos 30 UE cm? s* en tubos de
2 ml durante 16 horas previas a la visualizacion mediante microscopia laser confocal (CLSM,
Confocal Laser Scanning Microscopy).

Soluciones:

Solucion enzimatica: 0,4 M manitol; 20 mM KCI; 10 mM CaCly; 0,1% (p/v) albumina
bovina sérica (ABS); 20 mM MES-KOH, pH 5,7; 1% (p/v) celulasa onozuka R-10 (Duchefa,
Haarlem, Holanda); 0,25% (p/v) macerozima R-10 (Duchefa, Haarlem, Holanda).

Solucion WI: 0,5 M manitol; 4 mM MES-KOH, pH 5,7.
Solucion Man/Mg: 0,5 M manitol; 15 mM MgCl..
Solucién de PEG: 40% (p/v) polietilenglicol 4000; 200 mM manitol; 200 mM CaNOs.

Solucién W5: 0,5 M manitol; 154 mM NaCl; 125 mM CaClz; 5 mM KCI; 5 mM glucosa;
pH 5,8 con KOH.

1.3.5. Analisis por microscopia laser confocal de A. thaliana

Para la localizacién de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 unidas a YFP (Yellow
Fluorescent Protein), las plantas de A. thaliana transgénicas estables y los protoplastos

transformados transitoriamente se analizaron mediante microscopia laser confocal.

Las plantas transgénicas de A. thaliana se cultivaron durante 14 dias en medio ¥2 MS
con 1% (p/v) sacarosa (apartado 1.3.1). Las hojas se cortaron con un bisturi evitando el dafio
innecesario, se montaron en un portaobjetos con una gota de glicerol y se colocé un
cubreobjetos sobre la muestra. En el caso de los protoplastos de A. thaliana transformados
(apartado 1.3.4), éstos se colocaron sobre un portaobjetos y se cubrieron las preparaciones

microscépicas con un cubreobjetos.

Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron utilizando un microscopio laser confocal
Leica TCS SP5 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las muestras de protoplastos o plantas
transformadas con los vectores vacios se utilizaron como controles negativos. Para la
excitacion de la proteina YFP se utiliz6 luz de 514 nm, y la emision se recogi6é de 518 a 580
nm. La clorofila fue excitada con luz de 633 nmy la sefial se recogi6 en el rango de 651 a 717

nm. Se comprob6 que no se producia solapamiento en las sefiales. Las imagenes se
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analizaron con los programas Leica LAS AF Lite (Leica, Wetzlar, Alemania) y Fiji (http:/fiji.sc/,

de cbdigo abierto).
1.3.6. Cultivo de plantas de Glycine (G.) max

Las plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) variedad Safrana se sembraron en
vermiculita y se mantuvieron en oscuridad durante 3 dias. Tras este periodo, las semillas se
germinaron en vermiculita durante 4 dias. Las plantulas fueron transferidas a cultivo
hidropénico durante 2 semanas con aireacion. La solucion hidropénica fue renovada
semanalmente. Las plantas crecieron en una camara bioclimatica con un fotoperiodo de 12/12
h o0 16/8 h de luz/oscuridad, humedad relativa del 70% y temperatura de 24 °C. Tratamientos
de G. max

Las semillas se germinaron en vermiculita durante 1 semana (apartado 1.3.6) v,
posteriormente, se transfirieron a solucién Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) modificada Il
con 0,5 uM CuSO, durante una semana. Posteriormente, las plantas fueron tratadas durante
una semana con diferentes concentraciones de Cu en la solucion Hoagland modificada Il: O
UM CuSO;, afiadido, 0,5 uM CuSO4y 10 uM CuSOs..

Alternativamente, las plantas fueron germinadas en vermiculita durante 1 semana
(apartado 1.3.6) y transferidas a cultivo hidropénico durante dos semanas con solucién
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) modificada | (apartado 1.3.2) con diferentes
concentraciones de Cu: 0 uM CuSQ; afiadido, 0,5 uM CuSO, y 10 pM CuSO..

Medios de cultivo:

Soluciéon Hoagland modificada Il (Hoagland I1): 2,69 mM Ca(NOs)2; 1 mM KH2POs; 1
mM MgSOs; 2,5 mM KNOs; 1 uM ZnSOg4; 4,75 uM MnCly; 23 uM H3BOs3; 0,2 uM NaxMoOs4; 50
mM NacCl; 75 uM Fe-NaEDTA.

2. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS
2.1. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS
2.1.1. Extraccion de ADN gendmico

Se utiliz6 un método descrito previamente (Edwards y col., 1991) para la extraccion
del ADN gendmico (ADNg). Las muestras utilizadas fueron hojas o fracciones de hoja de 1 cm
aproximadamente. Se homogeneizaron en un tubo de 1,5 ml con un microhomogeneizador

de pléstico durante 15 s. Se afiadieron 400 pl de tampdn de extraccion y se centrifugaron a
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12000 x g durante 1 min. Se transfirieron 300 pl de sobrenadante a un tubo nuevo y se
afadieron 300 pl de 2-propanol. Se mezclo por inversion y se incub6 a temperatura ambiente
durante 2 min. Se centrifugé a 12000 x g durante 5 min, se decant6 el sobrenadante y el
sedimento se dej6 secar al aire durante 10-15 miny se resuspendio en 25 pl de tampén TO,1E.

Tampones:

Tampon de extraccion: 200 mM Tris-HCI, pH 7,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA,; 0,5%
(p/v) SDS.

Tampo6n TO,1E: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA.
2.1.2. Extraccién de ADN plasmidico

Se cultivaron las bacterias transformadas (apartado 1.1.3) en 5 ml de LB liquido con
antibioticos a 37 °C con agitacién durante toda la noche. Las bacterias fueron recogidas por
centrifugacion a 12000 x g durante 3 min y el ADN plasmidico fue extraido utilizando el kit
comercial GenJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EEUU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante o el protocolo descrito (Holmes y
Quigley, 1981) con modificaciones. Las bacterias recogidas por centrifugacion se
resuspendieron en 300 ul de tampon STETL y se agitaron vigorosamente. Se incubaron
durante 5-10 min a temperatura ambiente, se transfirieron a un bafio de agua hirviendo
durante 1 min y se centrifugaron a 12000 x g durante 20 min a temperatura ambiente. Se
elimin6é cuidadosamente el sedimento con un palillo, se afladieron 280 pl de 2-propanol, se
mezclé y se centrifugd durante 20 min a 12000 x g a temperatura ambiente. Se eliminé el
sobrenadante y se afladieron 150 ul de 70% (v/v) etanol. Se centrifugd a 12000 x g durante 5
min a temperatura ambiente, el sedimento se secd al aire y se suspendié en 30 pl de tampoén
TO,1E (apartado 2.1.1).

Tampones:

Tampoén STETL: 8% (p/v) sacarosa; 5% (p/v) Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 0,5 mg ml? lisozima; 0,033 mg ml* ARNasa A.

2.1.3. Extraccién de ARN total

Los tejidos de las plantas fueron homogeneizados en frio (N2 liquido) utilizando un
mortero para los de mayor volumen o un molino de bolas (Retscher, Newtown, PA, EEUU)

para las muestras menores. El ARN total se extrajo utilizando el kit RNeasy Plant mini
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(Quiagen, Venlo, Holanda) a partir de 0,1 g de tejido, siguiendo las instrucciones del fabricante
o0 bien utilizando el reactivo TRI (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU). Para ello, se afiadieron
1,6 ml del reactivo TRI a 0,2 g de tejido vegetal molido, se agitd vigorosamente durante 30 s,
se incubo a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifug6 a 11200 x g durante 10 min
a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se afiadieron 400 pl de cloroformo. Se
agit6 vigorosamente 15 s y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugo6 a
11200 x g durante 15 min a 4 °C y la fase acuosa superior se transfirid6 a un tubo de 2 ml
nuevo. Se afadieron 600 ul de 2-propanol y 100 ul de 3 M acetato sddico, pH 5,2. Las
muestras se mantuvieron a 4 °C durante 15 min y se centrifugaron a 11200 x g durante 15 min
a 4 °C. Se eliming el sobrenadante y se lavé el sedimento 2 veces con 1 ml de 70% (v/v)
etanol. El sedimento se dej6 secar a temperatura ambiente durante 10-15 min y se disolvio en

30 ul de agua ultrapura libre de ARNasas.

La pureza y concentracion del ARN se determiné en un espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Se midi6 la absorbancia a 260 nm para calcular la
concentracion de acidos nucleicos, y los coeficientes Azeonm/Azsonm Y Azsonm/Azzonm para

determinar la contaminacién por proteinas y polisacaridos, respectivamente.

La integridad del ARN se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa
(apartado 2.2).

2.2. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Los &cidos nucleicos se analizaron mediante electroforesis en geles de 1% (p/v)
agarosa en tampon TBE o TAE, tefiidos con 1X SYBR Safe DNA Gel Stain (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EEUU) o 5 ug plI* bromuro de etidio (Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).

Las muestras de ADN se mezclaron con tampén de carga de ADN y se cargaron 5-20
pl de muestra en el gel de agarosa. En el caso de muestras de ARN, se mezclaron 1-3 ug con

tampon de carga de ARN y se cargaron en un gel de agarosa 1%.

La electroforesis se llevd a cabo en una cubeta (BioRad, Hercules, CA, EEUU) con
tampén TBE o TAE a 100 V (voltaje constante) durante 30 min. Las imagenes se tomaron con
un transiluminador Gel Doc (BioRad, Hercules, CA, EEUU) utilizando el programa de andalisis
de imagen Quantity One (BioRad, Hercules, CA, EEUU).

La masa molecular de los fragmentos amplificados fue estimada por comparacion con

los marcadores de masa molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Life Technologies, Carlsbad, CA,
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EEUU) o GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EEUU).

Tampones:

TBE: 90 mM Tris-HCI, pH 8,0; 90 mM HsBOs; 2 mM EDTA.
TAE: 40 mM Tris-HCI, pH 7,6; 20 mM &cido acético; 1 mM EDTA.

Tampoén de carga de ADN (2X): 0,08% (p/v) Orange G (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EEUU); 10% (p/v) glicerol.

Tampon de carga de ARN (2X): 0,025% (p/v) SDS; 0,025% azul de bromofenol (p/v);
0,025% (p/v) xilene cianol; 5 mM EDTA, pH 8,0; 95% (v/v) formamida.

2.3. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO

El ARN purificado se traté con ADNasal (DNase | recombinant, RNase-free-Roche,
Basel, Suiza- o TURBO DNase -Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU-) de acuerdo con las

especificaciones de los fabricantes.

Se sintetiz6 el ADN complementario (ADNCc) a partir de 1-2 pg de ARN total utilizando
oligo (dT)z Yy la retrotranscriptasa Thermoscript, SuperScript Ill o el kit RevertAid RT de
acuerdo con las especificaciones del fabricante (todos estos reactivos fueron de Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).

2.4, REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacion de los productos de PCR se realizé en un termociclador utilizando las
enzimas BIOTAQ DNA Polimerasa (Bioline, Londres, Reino Unido) para la amplificacion
regular de fragmentos o las ADN polimerasas proofreading Phusion High Fidelity DNA
Polymerase (Finnzymes, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) o TaKaRa Ex Taq polymerase
(TaKaRa Clontech, Mountain View, CA, EEUU) para la posterior clonacién o secuenciacion
de los productos de PCR. La amplificacién por PCR con las diferentes enzimas se llevé a cabo
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las mezclas de reaccion estandar para

las diferentes enzimas utilizadas fueron las mostradas en la Tabla 1.

La amplificacion por PCR se llevo a cabo utilizando como molde ADNc, ADNg o una

colonia bacteriana. EI ADN se sometié a una desnaturalizacion inicial a alta temperatura, 30-
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40 ciclos de desnaturalizacion, hibridacién de los cebadores y elongacién; seguidos de un

periodo de elongacion final. Las condiciones de PCR utilizadas se detallan en la Tabla 2.

Tabla 1. Concentraciones de los reactivos presentes en la mezcla de PCR utilizados con las
diferentes enzimas.

Cantidad o Cantidad o Cantidad o
Reactivo concentracion final concentracion final concentracién final
(BIOTAQ) (Phusion) (TaKaRa Ex Taq)
Tampon 1X 1X 1X
dNTP mix 0,25 mM 0,2 mM 0,2 mM
Cebador 5’ 0,5 uM 0,5 uM 0,5 uM
Cebador 3’ 0,5 uM 0,5puM 0,5uM
ADN Polimerasa 25U 1U 05U
Muestra (ADNc/ADNg/colonia) =50 ng/=70 ng/1 colonia =~50 ng/=70ng/- =50 ng/-/-
H20 Hasta 20 pl Hasta 20 pl Hasta 20 pl

Los cebadores se disefiaron con la ayuda de la herramienta Oligoanalyzer 3.1 (IDT,
Leuven, Bélgica). La temperatura de fusion (Tm, Melting Temperature) se calcul6 utilizando la
prediccion  del programa de estimacibn de la Tm  (disponible en:
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/). Se tuvieron en cuenta las consideraciones
especiales de la enzima Phusion High Fidelity DNA Polymerase para el calculo de la Tm de

los cebadores.

Tabla 2. Condiciones estandar de PCR utilizadas con las diferentes enzimas. Tm, temperatura
de fusion.

Ciclo Biotaq Phusion TaKaRa Ex Taq
Desnaturalizacion inicial 94 °C, 3 min 98 °C, 3 min 98 °C, 3 min
Desnaturalizacién 94°C,30s 98°C, 10s 98°C, 10s
Hibridaciéon Tm, 30s Tm,20s Tm, 30s
Elongacién 72°C, 15s kb! 72°C, 30 s kb! 72 °C, 1 min kb1
Elongacién final 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min
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2.5. EXTRACCION Y PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR DE GELES DE
AGAROSA

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa (apartado
2.2), y las bandas del tamafio esperado se cortaron utilizando un bisturi. A continuacion, se
purificaron utilizando el kit GeneJETTM Gel Extraction (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EEUU) o UltraClean Gel DNA Extraction (MO BIO, Carlsbad, CA, EEUU) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
2.6. PROCEDIMIENTOS DE CLONACION

Las secuencias codificantes CDS de los genes GmCCS, GmPAA2-1 y GmPAA2-2, y
el promotor del gen AtPAA2 se clonaron en diferentes vectores para su estudio. Los cebadores

utilizados para la clonacién de estos genes se detallan en la Tabla 3.

La identidad e integridad de todas las construcciones generadas se confirmé por PCR
en colonia (apartado 2.7), digestion por enzimas de restriccién (apartado 2.8) y secuenciacion
(apartado 2.9).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacién por PCR de las CDS
de los genes GmCCS, GmPAA2-1 y GmPAA2-2, y el promotor del gen AtPAA2. Se detallan
los cbdigos de los genes de G. max y A. thaliana (plataforma Phytozome, Universidad de
California, EEUU). PS, péptido sefial de transito al cloroplasto.

Gen Caodigo Nombre cebador Secuencia
GMCCS GlymaO5g GmCCS_5'sinPS 5' ATGGACCACAAACTCTCTTCTC 3'
m

04170 GmCCS_3'sinSTOP 5" ACCTTGCTAGTAACAAAATCTGTA 3’

GmPAA2-1 & 5’ CACCATGGCTACTCATCTTTTCAGACTTC 3
GMPAA2L GlymaO6g GmPAA2-1_5'sinPS 5" CACCAGAGAGGCCAAAGACTCGCCG 3’
m -

05890 GmPAA2-1_3 5 TTATTTTAAATTAAGCATATCTGTGTTCGAAT 3
GmPAA2-1_3'sinSTOP 5 TTTTAAATTAAGCATATCTGTGTTCGAATG 3’
GmPAA2-2_5 5" CACCATGGCTACTCATCTCTTCAGACTTT &

GMPAA2.2 Glyma04g GmPAA2-2_5’sinPS 5" CACCTGCCGCCACCGTCGTGAAATT 3’
m -

05900 GmPAA2-2_3 5 TTATTTTACATTAAGCATATCTGTGTTTGAAT 3
GmPAA2-2_3’sinSTOP 5 ACAGTTTTTGACCCGGGAGATGC ¥
pAtPAA2_ 5’ 5" CACCTTGCGTAAATGCCGAAGAG ¥

PAtPAA2 At5g21930
pAtPAA2_ 3’ 5 TGGAAAGCATCGGTTCACGAGG 3
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Los vectores utilizados, asi como la resistencia que confieren en los diferentes

organismos, se detallan en la Tabla 4.

El andlisis y representacion de los vectores se realizé con el programa Vector NTI
version 11.5 (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).

Tabla 4. Vectores empleados, método de seleccidn en los organismos E. coli, A. tumefaciens,
S. cerevisiae y A. thaliana transformados, y referencias.

Resistencia Resistencia en Seleccién en Resistencia

Vector . ] o ) Referencia
en E. coli A. tumefaciens S. cerevisiae en A. thaliana

pBAD TOPO o Invitrogen, Life
Ampicilina - - - .

TA Technologies

PENTR/D o Invitrogen, Life
Kanamicina - - - )

TOPO Technologies

pFL383 Ampicilina - -Histidina - Talke et al., 2006

pFL61 Ampicilina - -Uracilo - Minet et al., 1992

. - . . Curtis y Grossniklaus,
pMDC32 Kanamicina  Kanamicina - Higromicina

2003
pEarleyGate o . Glufosinato de
Kanamicina  Kanamicina - ) Earley et al., 2006
101 amonio
o o . o Curtis y Grossniklaus,
pMDC163 Kanamicina  Kanamicina - Higromicina

2003

2.6.1. Clonacién en el vector pBAD TOPO TA

La sobreexpresion y purificacion de proteinas en bacterias se llevé a cabo utilizando
el vector pBAD TOPO TA (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Este vector
cuenta con una estrategia de clonacion de alta eficiencia (clonacion TOPO) que se basa en la
union de la topoisomerasa del virus Vaccinia en sitios especificos y corte de un enlace
fosfodiéster (Shuman, 1991), lo que produce la unién de la topoisomerasa al extremo 3’ fosfato
del ADN. Esta union puede ser atacada por el extremo 5’ hidroxilo del ADN, lo que produce la
liberaciéon de la topoisomerasa (Shuman, 1994). El vector se comercializa lineal, con una

desoxitimina (T) protuberante en el extremo 3’ y topoisomerasas unidas.

El vector cuenta con el promotor Pgap, que se activa en presencia de L-arabinosa y

produce unos niveles de transcripcion muy bajos en su ausencia (Lee y col., 1987). Este vector
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afiade una region polihistidina (6xHis) al extremo C-terminal de la proteina, lo que facilita la
purificacién por cromatografia de afinidad sobre metales inmovilizados (IMAC, Immobilized
Metal lon Affinity Chromatography) (Figura 1).

sitio reconocimiento EK 3'-T protuberante
ATG /3T protuberante

promotor araBAD I "'",'"""""Sx_l-ilis
” =" terminador
V 4 4 _promotor bla
-‘ pBAD-TOPO A
‘, ‘. 4126 bp ' ‘ Amp(R)
" origen pBR322

Figura 1. Organizacion de las principales regiones del vector pBAD TOPO TA. ATG, codén
de inicio de la traduccidn; 3'-T protuberante, desoxitimina en el extremo 3’ protuberante; 6xHis,
region codificante para polihistidina; terminador, terminadores de la transcripcion; promotor
bla, promotor de la B-lactamasa; Amp(R), B-lactamasa (confiere resistencia a ampicilina);
origen pBR322, origen de replicacion derivado del plasmido pBR322; AraC, CDS de la
proteina reguladora del operén arabinosa; promotor araBAD, promotor arabinosa y elementos
reguladores.

Las CDS sin los péptidos sefial de transito al cloroplasto ni los codones STOP de los
genes GMCCS y GmPAA2-2 se amplificaron por PCR con la enzima Phusion High Fidelity
DNA Polymerase (apartado 2.4) que produce fragmentos con extremos romos. Se utilizaron
los cebadores GmCCS_5'sinPS y GmCCS_3’sinSTOP para amplificar GmCCS y para
amplificar GmPAA2-2 se usaron los cebadores GmPAA2-2_5’sinPS y GmPAA2-2_3’sinSTOP
(Tabla 3). Los productos de PCR fueron purificados en gel de agarosa (apartado 2.5), y se
afiadieron desoxiadeninas (A) en los extremos 3’ para su posterior clonacién en el vector
pBAD TOPO TA. Para ello, se incubaron durante 2 h a 72 °C con 2 mM dATP, 2,5 U BIOTAQ
DNA Polimerasa y tampéon 1X. A continuacion, el inserto se clon6 en el vector pPBAD TOPO
TA en una proporcion 2:1 vector:inserto. Para ello, el inserto (10 ng) se incub6é 30 min a
temperatura ambiente con 1 ul de disolucion de sal (1,2 M NaCl, 60 mM MgCl,) y 1 pl vector
(10 ng mIt) en un volumen de 6 pl. La mezcla de ligacion se transformé en bacterias DH5a

(apartado 1.1.3) y se sembré en placas de LB/ampicilina (50 pg ml?).
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(a)
sitio reconocimiento EK
ATG |
promotor araBAD_,"“——-,,._ ~GmCCS
P N\
AraC_/ _~ 6xHis

~terminador
pBAD-TOPO-GmCCS
4870 bp ! ‘promotor bla

v

% .
g ~ Amp(R)
origen pBR322
mPAA2-2
b (c) e _
STOP 6xHis ) sitio reconocimiento EK 6xHis
=|| —_ terminador ATG \ 4 [ terminador
y g\p\romotor bla promotor araBAD/ o ~  promotor bla
4 . Amp(R) &
GMPAA2-1
| pBAD-TOPO-GMPAA2-1 -TOPO- 2
| p 5613 by } AraC | pBAD Togg l:'(;s;mPAAz 2/ ‘Amp(R)
/" origen pBR322 ‘ :
sitio reconocimiento EK :g\/
ATG W, >
promotor araBAD | —_—
AraC origen pBR322

Figura 2. Esquema de los pladsmidos derivados de pBAD TOPO TA utilizados para la
sobreexpresion de proteinas en bacterias. (a) Construccion pBAD TOPO TA-GmCCS; (b)
construccion pBAD TOPO TA-GmMPAA2-1, la CDS del gen GmPAA2-1 conserva el codén
STOP propio; (c) construccion pBAD TOPO TA-GmPAA2-2. ATG, coddn de inicio de la
traduccién; 6xHis, regién codificante para polihistidina; terminador, terminadores de la
transcripcion; promotor bla, promotor de la B-lactamasa; Amp(R), B-lactamasa (confiere
resistencia a ampicilina); origen pBR322, origen de replicaciéon derivado del plasmido pBR322;
AraC, CDS de la proteina reguladora del oper6n arabinosa; promotor araBAD, promotor
arabinosa y elementos reguladores.

La construccion en el vector pPBAD TOPO TA con la CDS del gen GmPAA2-1
conteniendo el codén de STOP propio del gen fue producida por la Lda. Miren B. del Castillo

en nuestro laboratorio (Figura 2b).

Una vez fueron confirmadas por secuenciacion las construcciones en el vector pBAD
TOPO TA, se transformaron las bacterias LMG194 (apartado 1.1.3) para la sobreexpresion y

purificacion de las proteinas (apartados 3.3.2 y 3.3.3).
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2.6.2. Tecnologia Gateway: consideraciones generales

La tecnologia Gateway es un método de clonacion basado en las propiedades de
recombinacion especifica del bacteriéfago lambda (Landy, 1989). Es una herramienta rapida
con alta eficiencia que permite mover secuencias de ADN desde un mismo vector de entrada
(PENTR/D TOPO, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) (Figura 3) a multiples
vectores de destino para andlisis funcionales y expresion de proteinas (Hartley y col., 2000).

TOPO direccional protuberante  sitio unién TOPO
sitio union TOPO 4412
attll oy e

. __promotor T7
terminador __~ -

terminador ¥

pENTR/D-TOPO ‘
2580 bp ' Kan(R)

\\\ . /’//

origen pUC T

Figura 3. Organizacion de las principales regiones del vector pENTR/D TOPO. Sitio union
TOPO, sitio de reconocimiento de las topoisomerasas; attL2 y attL 1, sitios de recombinacion;
promotor T7, promotor del fago T7; Kan(R), gen de resistencia a kanamicina; origen pUC,
origen de replicacion derivado del plasmido pUC; terminador, secuencia de terminacion de la
transcripcion.

A continuacién se detalla el procedimiento general para la generacion de vectores de
entrada y destino y, posteriormente, las consideraciones especificas segun el objetivo de las

diferentes clonaciones realizadas con esta estrategia.

Para la generacién de los vectores de entrada, se utilizé el kit de clonaciéon pENTR/D
TOPO segun las indicaciones del fabricante. De forma general, se amplificaron los fragmentos
por PCR con la enzima Phusion High Fidelity DNA Polymerase (apartado 2.4) y cebadores
especificos que afiadian la secuencia 5 CACC 3’ al extremo 5’ de los productos, con el fin de
conseguir una insercion direccional (Tabla 3). Los productos de PCR se purificaron en gel de
agarosa (apartado 2.5) y se clonaron en proporcion 2:1 vector:inserto. Para ello, se preparé
la mezcla ligacién con el inserto, 1 ul de disolucién de sal (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl,) y 0,5 pl
de vector (15-20 ng mlt) en un volumen de 6 pl y se incubé durante 30 min a temperatura
ambiente. La mezcla de ligacién se transformé en bacterias DH5a (apartado 1.1.3) y se

sembré en placas de LB/kanamicina (50 pg mi?).
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Las construcciones en los vectores binarios de destino se generaron mediante la
reaccion de recombinacion de los sitios attL del vector de entrada y attR del vector de destino.
El inserto del vector de entrada pasa a formar parte del vector de destino, en el locus en el
gue estaba insertado el gen letal ccdB. Para ello se llevo a cabo la reaccion LR clonasa (LR
Clonase Il Enzyme Mix, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Esta reaccion produce una mezcla de vectores de entrada y
destino que no han reaccionado, vectores de entrada con el gen ccdB y vectores de destino

con el inserto (pldsmido recombinante correcto).

La seleccion de los plasmidos recombinantes correctos se llevd a cabo por dos
estrategias diferentes segun la resistencia a antibioticos presente en los vectores. En el caso
de que el vector de destino proporcionara a las bacterias resistencia a un antibiético diferente
al del vector de entrada (pENTR/D TOPO, resistente a kanamicina), las bacterias DH5a
transformadas con la reaccion LR se seleccionaron utilizando el antibiotico del vector de
destino. De esta forma, las bacterias DH5a que hubieran incorporado el vector de destino

correcto serian las Unicas que sobrevivirian.

En el caso de que los vectores de entrada y destino confirieran la misma resistencia a
las bacterias (resistencia a kanamicina), se sigui6 el protocolo descrito (Xu y Li, 2008), en el
gue se combina la transformacién de la mezcla de reaccién LR en células DH5a y seleccion
con kanamicina (las células DH5a son sensibles al producto del gen ccdB, por lo que solo
sobreviven las bacterias que hayan incorporado los vectores de destino recombinantes
correctos y los vectores de entrada sin reaccionar) con la transformacion en A. tumefaciens y
seleccion con kanamicina (solo sobreviven las bacterias transformadas con el vector de
destino recombinante correcto, ya que los vectores de entrada no poseen el origen de

replicacion en A. tumefaciens pVS1).
2.6.3. Tecnologia Gateway: generacién de vectores de entrada y de destino
La tecnologia Gateway se utilizd en este trabajo con cinco objetivos diferentes:

Objetivo 1: expresion en levaduras de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2
fusionadas al epitopo de la proteina hemaglutinina (HA) en el extremo N-terminal para

comprobar la especificidad de los anticuerpos anti-GmPAA2.

Con este objetivo, se amplificaron las regiones codificantes (sin incluir los péptidos
sefial de transito al cloroplasto) de los genes GmPAA2-1, GmPAA2-1T (isoforma truncada de
GmPAAZ2-1, ver apartado 1.1 de Resultados) y GmPAA2-2 por PCR utilizando una ADN

59



polimerasa proofreading (apartado 2.4). Los cebadores especificos utilizados fueron
GmPAA2-1_5'sinPS y GmPAA2-1_3’ para amplificar las dos isoformas de GmPAA2-1, y
GmPAA2-2_5’sinPS y GmPAA2-2_3’ para amplificar GmPAA2-2 (Tabla 3). Los productos de
PCR se clonaron en el vector de entrada pENTR/D TOPO (apartado 2.6.2) y se transfirieron
al vector de destino pFL383 (derivado del vector pFL38H-GW) (Talke y col., 2006). Este vector
binario (Figura 4) confiere resistencia a ampicilina en bacterias y cuenta con el marcador de
seleccion en levaduras HIS3, que permite la seleccion de colonias transformadas en un medio

deficiente en histidina.

attR2 . HIS3
ccdB T
-
* CENS
CmiR)._S pFL383
| 7715 bp
attR1 T pmB1
PGK1
Amp(R)

Figura 4. Organizacién de las principales regiones del vector pFL383 (Talke y col., 2006).
HIS3, marcador auxotréfico para histidina en levaduras; CENG6, region centromérica; pMB1,
origen de replicacion derivado del vector pMB1; Amp(R), gen de resistencia a ampicilina;
PGK1, promotor del gen 3-fosfoglicerato kinasa; attR1 y attR2, sitios de recombinacion;
Cm(R), gen de resistencia a cloranfenicol; ccdB, gen letal cuyo producto inhibe la ADN girasa.

El vector pFL383 incorpora el epitopo HA en el extremo N-terminal de las proteinas, lo
gue permite el seguimiento de éstas por western blot (apartado 3.2). Los vectores
recombinantes de destino (Figura 5) se utilizaron para transformar las levaduras de las cepas
silvestres y mutante ccc2 (apartado 1.2.3) y analizar la especificidad de los anticuerpos anti-
GmPAA2_N-terminal y anti-GmPAA2_bucle (apartado 3.2.6).
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(@)

_ attB2
STOP 4

GmPAA2-1 ¢ 4 His3

pFL383-GmPAA2-1

.2 8589 bp *.CEN6
attB1 7%
PGK1 PMB1
Amp(R)
(b) (c)
attB2 attB2
stop 3E4
STOP il GmPAAZ-2
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Figura 5. Esquema de los plasmidos derivados de pFL383 (Talke y col., 2006) utilizados para
la expresion de proteinas en levaduras. (a) Construccion pFL383-GmPAA2-1; (b) construccién
pFL383-GmPAA2-1T; (c) construccion pFL383-GmPAA2-2. HIS3, marcador auxotroéfico para
histidina en levaduras; CENG, region centromérica; pMB1, origen de replicacion derivado del
vector pMB1; Amp(R), gen de resistencia a ampicilina; PGK1, promotor del gen 3-
fosfoglicerato kinasa; attB1 y attB2, sitios de recombinacion.

Objetivo 2: estudio de la complementacién funcional en levaduras de la cepa ccc2. La

funcién de la proteina CCC2 de levaduras es transportar el Cu en el aparato de Golgi, y esta
involucrada en la carga de Cu de FET3 (Ferrous Transport) (Yuan et al., 1997).

Con este objetivo se utiliz6 el vector pFL61 Gateway (Minet y col., 1992) (Figura 6). Se
trata de un vector binario de expresion en levaduras similar al pFL383, con la diferencia de
gue éste carece del epitopo HA y permite a las levaduras crecer en ausencia de uracilo en el

medio de cultivo.
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a pFL61
A 7106 bp

Amp(R)

Figura 6. Organizacién de las principales regiones del vector pFL61 Gateway (Minet y col.,
1992). URA3, marcador auxotréfico para uracilo en levaduras; Amp(R), gen de resistencia a
ampicilina; PGK1, promotor del gen 3-fosfoglicerato kinasa; attR1 y attR2, sitios de
recombinacion; Cm(R), gen de resistencia a cloranfenicol; ccdB, gen letal cuyo producto inhibe
la ADN girasa.

Se transfirieron a este vector las mismas secuencias utilizadas en el vector pFL383
(Figura 7) y se transformaron las levaduras silvestres y ccc2 para el estudio de la

complementacion funcional de los mutantes ccc2 con las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T
y GmPAA2-2.

Las construcciones de los vectores pFL383 y pFL61 con el gen GmPAA2-1T (Figura
5b,7b), y la construccion de la CDS del gen GmPAA2-1 en el vector pENTR/D TOPO fueron
producidas por la Lda. Miren B. del Castillo en nuestro laboratorio.
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Figura 7. Esquema de los plasmidos derivados de pFL61 (Minet y col., 1992) utilizados para
la expresion de proteinas en levaduras. (a) Construccién pFL61-GmPAA2-1; (b) construccion
pFL61-GMPAA2-1T; (c) construccion pFL61-GmPAA2-2. URA3, marcador auxotrofico para
uracilo en levaduras; Amp(R), gen de resistencia a ampicilina; PGK1, promotor del gen 3-
fosfoglicerato kinasa; attB1 y attB2, sitios de recombinacion.

Objetivo 3: expresion en los mutantes de A. thaliana paal-1y paa2-1 de las proteinas
GmPAA2-1y GmPAA2-2 para su posterior caracterizacion funcional.

Para el objetivo 3, se amplificaron por PCR las CDS completas de los genes GmPAA2-
1 y GmPAA2-2 con los cebadores GmPAA2-1_ 5" y GmPAA2-1_3, y GmPAA2-2 5’ y
GmPAA2-2_3’, respectivamente (Tabla 3), se clonaron en el vector de entrada pENTR/D
TOPO (apartado 2.6.2) y se transfirieron al vector de destino pMDC32 (Curtis y Grosshiklaus,
2003) (Figura 8,9) que confiere resistencia a kanamicina en las bacterias y a higromicina en
las plantas. Este vector binario Gateway cuenta con el promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell y col., 1985) utilizado para la expresién génica constitutiva

(Curtis y Grossniklaus, 2003).
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Figura 8. Organizacion de las principales regiones del vector pMDC32 (Curtis y Grossniklaus,
2003). attR2 y attR2, regiones de recombinacion; ccdB, gen letal cuyo producto inhibe la ADN
girasa; Cm(R), gen de resistencia a cloranfenicol; promotor 2X35S, promotor constitutivo 35S
del CaMV; RB (Right Border) y LB (Left Border), margen derecho e izquierdo de transferencia
derivados del plasmido Ti; pVS1, origen de replicaciéon en A. tumefaciens; origen pBR322,
origen de replicacién derivado del plasmido pBR322; Kan(R), gen de resistencia a kanamicina,;
Hyg(R), gen de resistencia a higromicina; terminador nos, secuencia de terminacion de la
transcripcion.

(@) (b)

attB1
PS attB1 promotor 2X358 ~ PS  promotor 2X35S
w4l RB STOP e, RB
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Hyg(R) ", ’ Hyg(R) " / & pvst
LB = origen pBR322 LB B A
Kan(R) Kan(R) origen pBR322

Figura 9. Representacion grafica de los plasmidos derivados de pMDC32 (Curtis y
Grossniklaus, 2003). (a) Construccion pMDC32-GmPAA2-1 y (b) construccion pMDC32-
GmPAA2-2. PS, péptido sefial; attB1 y attB2, sitios de recombinacion; promotor 2X35S,
promotor constitutivo 35S del CaMV; RB (Right Border) y LB (Left Border), margen derecho e
izquierdo de transferencia derivados del plasmido Ti; pVS1, origen de replicacion en A.
tumefaciens; origen pBR322, origen de replicacion derivado del plasmido pBR322; Kan(R),
gen de resistencia a kanamicina; Hyg(R), gen de resistencia a higromicina; terminador nos,
secuencia de terminacion de la transcripcion.
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Los vectores recombinantes de destino (Figura 9) se utilizaron para generar lineas
transgénicas de A. thaliana y analizar la complementacién funcional de los mutantes paal-1
y paa2-1.

Objetivo 4: localizacion subcelular de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 en
plantas mediante la creacion de proteinas de fusion con YFP en el extremo C-terminal que

permitiera su seguimiento.

Se amplificaron por PCR las CDS incluyendo las secuencias de los péptidos sefial de
transito al cloroplasto y excluyendo los codones de STOP enddgenos de los genes GmPAA2-
1 y GmPAA2-2. Se utilizaron los cebadores GmPAA2-1 5 y GmPAA2-1_3’sinSTOP, y
GmPAA2-2 5 y GmPAA2-2_3'sinSTOP (Tabla 3) para amplificar ambos genes,
respectivamente. Se clonaron en el vector de entrada pENTR/D TOPO (apartado 2.6.2) y se
transfirieron al vector de destino pEarleyGatel01 (Earley y col., 2006) con resistencia a
kanamicina en bacterias y glufosinato de amonio en plantas. El vector binario pEarleyGatel101
posee el promotor constitutivo 35S del CaMV, y genera una proteina de fusién con la YFP en

el extremo C-terminal (Figura 10).

_Ba(R)

s -

Kan(R)_’_ e

— attR1

pEarleyGate101 ‘ Cm(R)

12453 bp

“eedB
N
" attR2
\N°  YFP
HA

Figura 10. Organizacién de las principales regiones del vector pEarleyGate101 (Earley y col.,
2006). Ba(R), gen de resistencia a glufosinato de amonio; attR1 y attR2, regiones de
recombinacion; Cm(R), gen de resistencia a cloranfenicol; ccdB, gen letal cuyo producto inhibe
la ADN girasa; YPF, gen de la proteina fluorescente amarilla; HA, epitopo de la hemaglutinina;
Kan(R), gen de resistencia a kanamicina.

La representacion grafica de los vectores derivados de pEarleyGatel01 se detalla en

la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de los plasmidos derivados de pEarleyGate101 (Earley y col., 2006). (a)
Construccion pEarleyGate1l01-GmPAA2-1 y (b) construccion pEarleyGate1l01-GmPAA2-2.
Ba(R), gen de resistencia a glufosinato de amonio; attB1 y attB2, regiones de recombinacion;
PS, péptido sefal; YPF, gen de la proteina fluorescente amarilla; HA, epitopo de la
hemaglutinina; Kan(R), gen de resistencia a kanamicina.

Objetivo 5: caracterizaciéon del promotor del gen AtPAA2 mediante la tincién

histoquimica GUS.

La regién promotora del gen AtPAA2 fue amplificada por PCR utilizando los cebadores
pAtPAA2 5y pAtPAA2_3'. Se clond en el vector de entrada pENTR/D TOPO (apartado 2.6.2)
y se transfirid al vector de destino pMDC163 (Curtis y Grossniklaus, 2003) que confiere
resistencia a kanamicina en bacterias y a higromicina en plantas. El vector binario pMDC163
cuenta con el gen marcador B-glucuronidasa utilizado para el analisis de los promotores
(Figura 12a).

Las caracteristicas principales del vector derivado de pMDC163 incluyendo el promotor
del gen AtPAA2 se detallan en la Figura 12b.

El andlisis de los elementos reguladores presentes en la secuencia promotora del gen
AtPAA2 se realiz6 utilizando la herramienta PlantPAN (Chang y col., 2008).
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Figura 12. Organizacion de las principales regiones del vector (a) pMDC163 (Curtis y
Grossniklaus, 2003) y (b) plasmido derivado de pMDC163 con el promotor de AtPAA2.
Terminador nos, secuencia de terminacion de la transcripcion; GusA, B-glucuronidasa; attR1
y attR2, regiones de recombinacion; ccdB, gen letal cuyo producto inhibe la ADN girasa;
Cm(R), gen de resistencia a cloranfenicol; RB (Right Border) y LB (Left Border), margen
derecho e izquierdo de transferencia derivados del pldsmido Ti; pVS1, origen de replicacion
en A. tumefaciens; origen pBR322, origen de replicacion derivado del plasmido pBR322;
Kan(R), gen de resistencia a kanamicina; Hyg(R), gen de resistencia a higromicina; attB1 y
attB2, sitios de recombinacion.

2.7. PCR EN COLONIA

Las colonias de E. coli o A. tumefaciens transformadas se testaron mediante PCR en
colonia. Para ello, se realizé una amplificacién por PCR (apartado 2.4) utilizando como molde
las colonias bacterianas, tomandolas con una punta estéril o un palillo e introduciéndolas

directamente en la mezcla de reaccion.
2.8. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Se seleccionaron las enzimas de restriccion necesarias en cada caso utilizando el
programa de analisis de secuencias BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EEUU). Las
digestiones se llevaron a cabo utilizando 3 pl de ADN plasmidico aislado (apartado 2.1.2), 1
pl de la enzima o enzimas de restriccion necesarias, tampon Tango 1X (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific, Waltman, MA, EEUU) en un volumen final de 20 pl. La reaccion se incub6 2
h a 37 °C y posteriormente se analizaron los productos mediante electroforesis en gel de

agarosa y comparacion con marcadores de masa molecular (apartado 2.2).
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Tampones:

Tango 1X: 33 mM Tris-acetato, pH 7,9; 10 mM acetato magnésico; 66 mM acetato
potéasico; 0,1 mg mL* ABS.

2.9. SECUENCIACION Y ANALISIS

Los plasmidos y productos de PCR fueron secuenciados en los servicios de
secuenciacion del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO, Madrid, Espafia),
Bioarray S.L. (Alicante, Espafa), Colorado State University (Fort Collins, CO, EEUU) o Ruhr-
Universitat Bochum (Bochum, Alemania). Para ello se enviaron los productos de PCR
extraidos y purificados de geles (apartado 2.5) o ADN plasmidico purificado (apartado 2.1.2)
y cebadores especificos. Los resultados de secuenciacion se analizaron utilizando el
programa BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EEUU). El alineamiento de multiples
secuencias se hizo utilizando la herramienta MUSCLE (Multiple Sequence Comparison,
EMBL-EBI, Hinxton, Reino Unido).

2.10. AMPLIFICACION DEL ADNc MEDIANTE PCR SEMICUANTITATIVA

La técnica de PCR semicuantitativa se utilizé para analizar la expresion relativa de los
transgenes en las plantas de A. thaliana transgénicas estables. Se amplificaron por PCR con
la enzima BIOTAQ DNA Polimerasa las secuencias de los transgenes y el gen constitutivo

EF1a (Elongation Factor 1 a) tomando como molde el ADNc de las plantas de A. thaliana.

Los cebadores utilizados se detallan en la Tabla 5. Los cebadores GmPAA2_5'SQ y
GmPAA2_3'SQ amplifican tanto el gen GmPAA2-1 como GmPAA2-2 (apartado 1.1 de
Resultados), pero no AtPAA2.

Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR
semicuantitativa de los genes GmPAA2-1, GmPAA2-2 y el gen constitutivo EF7a. Se detallan
los codigos de los genes de G. max y A. thaliana (plataforma Phytozome, Universidad de
California, EEUU) y la temperatura de hibridacién de los cebadores. SQ, semicuantitativa.

Gen Cédigo Nombre cebador  Secuencia ™m

GMPAA2-1y  Glyma06g05890 y GmMPAA2_5'SQ 5' ATGGCTACTCATCTCTTCAGACTTT 3' 54

GmPAA2-2 Glyma04g05900 GmPAA2_3'SQ 5" GCACGCGCCCGCACATCATC 3 °C
AtEF1a_5'SQ 5' TAAGGATGGTCAGACCCGRGA 3' 50
AtEF1a At5960390
AtEF1a_3'SQ 5' CAGATCCGTGTGCATCTCAAC 3' °C
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2.11. AMPLIFICACION DEL ADNg MEDIANTE PCR Y CARACTERIZACION
GENETICA DE LOS MUTANTES paal-1Y paa2-1

Los mutantes de A. thaliana paal-1 y paa2-1 fueron caracterizados con el fin de
confirmar la presencia del alelo mutante en homocigosis en los individuos (Shikanai y col.,
2003; Abdel-Ghany y col., 2005b). Para ello, se amplificaron por PCR (apartado 2.4) las
regiones gendmicas de los genes AtPAAL y AtPAA2 flanqueando las mutaciones puntuales,
con cebadores especificos (Tabla 6). Los fragmentos se purificaron en gel de agarosa
(apartado 2.5) y se secuenciaron (apartado 2.9) para confirmar la presencia de cada mutacion

en homocigosis.

Esta técnica también se utiliz6 en la caracterizacion de las plantas transgénicas de A.
thaliana paal-1 expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2, con el fin de confirmar la insercién del
transgén en el genoma. Para ello, se amplificé por PCR sobre el ADNg parte de la region del
promotor 35S CaMV fusionada al extremo N-terminal del transgén con los cebadores
especificos 35S_CaMV_5'Tg (hibrida en la regién del promotor 35S CaMV) y GmPAA2_3'Tg
(hibrida con GmPAA2-1 y GmPAA2-2) (Tabla 6), y los productos de PCR se analizaron por

electroforesis en gel de agarosa (apartado 2.2).

Tabla 6. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR sobre ADNg.
Se detallan los codigos de los genes de G. max y A. thaliana (plataforma Phytozome,
Universidad de California, EEUU) y la temperatura de hibridacion de los cebadores. Mut,
caracterizacién de mutantes; Tg, caracterizacion de plantas transgénicas.

Gen Caodigo Nombre cebador  Secuencia ™m

AtPAAL1_5'Mut 5 GTGGTCAAGTCAGGTAGAAGCA 3 54
AtPAA1L At3g33520

AtPAAL1_3’'Mut 5' CAGCATTGCCGTTGGAGTAG 3' °C

AtPAA2_5'Mut 5" GAGTGGCGGAGAATGTGAAGA 3' 53
AtPAA2 At5g21930

AtPAA2_3'Mut 5' CGCAAAGAATAGTAGGAACCATC 3' °C
35S CaMV 35S_CaMV_5Tg 5 CATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAC 3’

—_— 56

GmPAA2-1 y Glyma06g05890 y oC

GmPAA2_3'Tg 5" GCACGCGCCGCACATCATTCC 3
GmPAA2-2 Glyma04g05900

AtACT2_5'Tg 5" TAGCTCTCAAGATCAAAGGCT 3 51
AtACT2 At3g18780

AtACT2_3'Tg 5" AACATTGCAAAGAGTTTCAAGGT ¥ °C
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2.12. PCR CUANTITATIVA

La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) se utiliz6 para analizar la
expresion relativa de los genes en plantas de G. max en diferentes condiciones nutricionales
de Cu. La amplificacion de productos de PCR se llevé a cabo sobre ADNc (apartado 2.3) de
G. max utilizando cebadores especificos (Tabla 7) y la mezcla Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Se utilizd
un termociclador LightCycler 480 System (Roche, Basel, Suiza).

Tabla 7. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR cuantitativa
en tiempo real. Se detallan los codigos de los genes de G. max y A. thaliana (plataforma
Phytozome, Universidad de California, EEUU). Q, PCR cuantitativa en tiempo real.

Gen Cdédigo Nombre cebador Secuencia

GmPAA2-1_5Q 5' TCTGAGACTGAGCGATTGCGGATTTC 3'
GmPAA2-1 Glyma06g05890

GmPAA2-1_3'Q 5' CGGCTTCGACTCTTAACGACCAATTC 3'

GmPAA2-2_5Q 5' CCAGCCCTCGCCTCGTGATAATGTC 3
GmPAA2-2 Glyma04g05900

GmPAA2-2_5Q 5' GCCGGGGTTAAGTAGAGAGAGTTC 3'

GmCOPT2_3'Q 5 GTCGCTGTTCTCGGTCACGCCTTG 3’
GmCOPT2 Glymal1g14290

GmCOPT2_5Q 5 CGGTTTATTGAAAGCCACGGTAGA 3’

GmCCS_5Q 5 CTTGCTACTCCTCCCTCTGCTCTCC &
GmCCS Glyma05g04170

GmCCS_3'Q 5" GTCCACCATGAACTCCGTCAGTAAC 3

GmCSD2_5'Q 5" CGTCGCCACTCTCATCCAAGAAG ¥
GmCSD2 Glymal2g08650

GmCSD2_3Q 5" CCTCAGGAGCACCATGTGTCAAGT 3’

GmFSD1_5Q 5 ATTTGGTTCAGGGTGGGCTTGGCTA ¥
GmFSD1 Glymal0g22680

GmFSD1_3'Q 5 GGGTTCACAGCATTGGGACTCTTG 3

GmCCH_5'Q 5" GAAGGAGCAGAAGGTGACAGTGA ¥
GmCCH Glymal0g14110

GmCCH_3'Q 5 AGGCTTGTTTTCAGGTGGTTGTG ¥

GmACT11_5Q 5 ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC ¥
GmACT11 Glymal8g52780

GmACT11_3'Q 5 GCTGGTCCTGGCTGTCTCC &

GmUKN1_5Q 5 TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’
GmUKN1 Glymal2g02310

GmUKN1_3'Q 5 GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3

La abundancia de los transcritos se analizé en triplicados bioldgicos y duplicados
técnicos. Se utilizaron los dos genes constitutivos GmACT11 (Actin 11) y GmUKN1 (Unknown
1) (Hu y col., 2009). Los resultados se analizaron con el programa LightCycler 480 (Roche,

Basel, Suiza). Los niveles de transcripcion relativos (2"2°") se calcularon como la diferencia
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entre el ciclo umbral (Ct) del gen diana y el del gen de referencia para cada muestra (Arrivault
y col., 2006).

2.13. AMPLIFICACION DEL EXTREMO 5’ DEL ADNc (5’ RACE)

El ARN total aislado de las plantas de G. max fue utilizado para la amplificacion del
extremo 5 del ADNc (5-RACE, 5-Rapid Amplification of cDNA Ends) utilizando el kit
GeneRacer (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Brevemente, el ARN total de las plantas de G. max tratado con
ADNasa | fue desfosforilado, desprovisto de la caperuza 5’ y ligado a una adaptador de ARN
(GeneRacer RNA Oligo, 5'
CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA 3'), convertido en
ADNCc con el cebador GeneRacer_oligo_dT y amplificado por PCR utilizando el cebador
GeneRacer_5' y un primer especifico para el gen de interés (Tabla 8). Los productos de PCR
se utilizaron para una nueva reaccion de amplificacion utilizando el cebador
GeneRacer_5'Anidado y un primer especifico anidado (Tabla 8). Los productos de PCR fueron
purificados en gel de agarosa (apartados 2.5) y clonados en el vector pCR4 TOPO segun las
especificaciones del fabricante. 55 clones positivos por PCR en colonia (apartado 2.7) fueron
secuenciados en el servicio de secuenciacion de Colorado State University (Fort Collins, CO,
EEUU) (apartado 2.9).

Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion del extremo 5" del ADNc
de los genes GmPAA2-2, GmPAA2-1y GmPAAL.

Gen Caodigo Nombre cebador Secuencia

GmPAA2-2_3’(1)RACE 5 GACATTATCACGAGGCGAGGGCTGGC 3

cmpang, | CYMa0g GMPAA2-2_3'(2)RACE 5 GGCACCCACCGGACAGAAACAGGATA 3’
m -
05900 GMPAA2-2_3'(3)RACE 5 GCCGGGGTTAAGTAGAGAGAGTTC 3’
GMPAA2-2_3'Anidado 5 CACCGGACAGAAACAGGATATGGTTC 3’
cmpapg.y  GYMacsg GMPAA2-1_3RACE 5 CCCAAGGAGTGGAAAATATGCGAAGCGT 3'
m -
05890 GMPAA2-1_3'Anidado 5 CGGCTTCGACTCTTAACGACCAATTC 3’
SmPAAL Glyma08g GMPAAL_3'RACE 5 CGCCGCACATCCCCCACATACCATTC 3’
m
07710 GMPAAL_3'Anidado 5 CAGACTCACCGCCAGAACCGCCAC 3’

5'GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGA

GeneRacer_oligo_dT
CAGTG(T)2 3’

GeneRacer_5’ 5' CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 3’

GeneRacer_5Anidado 5" GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 3’
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La representacion grafica de la estructura de los genes y los resultados de la 5’RACE
se hizo utilizando la herramienta Exon-Intron Graphic Maker version 4 (Nikhil Bhatla,
Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA, EEUU).

3. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE PROTEINAS
3.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteina se determiné de acuerdo con el método de Bradford
(Bradford, 1976). Se utilizd una recta patron con concentraciones conocidas de ABS disuelta

en el tampon utilizado en cada caso.
3.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA E INMUNODETECCION
3.2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Las mezclas complejas de proteinas se separaron segin su masa molecular mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida previamente desnaturalizadas con el detergente SDS
(Laemmli, 1970). Se utiliz6 el sistema de electroforesis Miniprotean |1l (BioRad, Hercules, CA,
EEUU). Los geles de poliacrilamida estaban compuestos por un gel concentrador del 4% (p/v)
y un gel separador del 12-15% (p/v) de poliacrilamida (la composicion detallada se muestra
en la Tabla 9).

Tabla 9. Composicion de los geles de poliacrilamida concentrador y separador. SDS, dodecil
sulfato sédico; APS, persulfato amoénico; TEMED, N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina.

Reactivo Gel concentrador Gel separador
Urea - 4 M

Tris-HCI, pH 8,8 - 375 mM
Tris-HCI, pH 6,8 125 mM -

SDS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v)
Acrilamida:bis-acrilamida (29:1) 4% (p/v) 10-20% (p/v)
APS 0,02% (p/v) 0,01% (p/v)
TEMED 13,36 mM 3,34 mM

Las muestras procedentes de bacterias (apartados 3.3.1 y 3.3.3), levaduras (apartado
3.4) y plantas (apartados 3.5.1 y 3.5.3) fueron obtenidas por diferentes métodos segun el
objetivo. En los apartados 3.3.1, 3.3.3, 3.4, 3.5.1 y 3.5.3 se detalla la cantidad de proteina

cargada y el tampdn de carga utilizado en cada caso. Las muestras se cargaron en los pocillos
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y la electroforesis se llevé a cabo a 120 V (voltaje constante) durante 2-3 h en tampoén de
electroforesis. Se utilizaron marcadores de masa molecular Mark12 Unstained Standard
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU), Prestained SDS-PAGE Standards Low
Range (BioRad, Hercules, CA, EEUU), SeeBlue Plus2 Prestained Standards (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) o PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) para la posterior estimacion de la masa

molecular de las proteinas de interés.

Tampones:

Tampon de electroforesis: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM glicina; 0,1% (p/v) SDS.

3.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no

desnaturalizantes

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes se llevé
a cabo de manera similar a la electroforesis desnaturalizante (apartado 3.2.1), con la
diferencia principal de que no se utilizaron los agentes desnaturalizantes urea o SDS. Las
muestras se obtuvieron y trataron como se detalla en el apartado 3.5.2. El tampén de

electroforesis utilizado no contenia SDS.

Tabla 10. Composicién de los geles de poliacrilamida concentrador y separador de geles no
desnaturalizantes. APS, persulfato amonico; TEMED, N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina.

Reactivo Gel concentrador Gel separador

Tris-HCI, pH 8,8 - 750 mM

Tris-HCI, pH 6,8 125 mM -

Acrilamida:bis-acrilamida (29:1) 5% (p/v) 15% (p/v)

APS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v)

TEMED 3,34 mM 4,67 mM
Tampones:

Tampon de electroforesis no desnaturalizante: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM

glicina.
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3.2.3. Deteccion de proteinas en geles de poliacrilamida con azul Coomassie

Una vez finalizada la electroforesis, los geles de poliacrilamida fueron tefiidos con una
solucion de azul de Coomassie durante al menos 2 h'y posteriormente destefiidos con solucién
de destefiido durante 20 min y guardados en agua destilada. Los geles destefidos se
escanearon en un escaner (EPSON Perfection 2400 PHOTO, Suwa, Japon).

Soluciones:

Solucion de azul Coomassie: 0,025% (p/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EEUU); 45% (v/v) metanol; 6% (v/v) acido acético.

Solucion de destefiido: 10% (v/v) metanol; 30% (v/v) &cido acético.

3.2.4. Transferencia a membrana de nitrocelulosa o PVDF

Las proteinas separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida fueron transferidas
a membranas para la deteccion inmunoldgica con anticuerpos. La transferencia se optimiz6

segun las caracteristicas de las proteinas analizadas.

Se utilizaron membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, BioRad,
Hercules, CA, EEUU) o de polifluoruro de vinilideno (PVDF; Biotrace PVDF, Pall Corporation,
Port Washington, NY, EEUU) de 0,45 uym. La membrana de PVDF se activé en 100% (v/v)
metanol durante 1 min antes de su uso. Este paso no es necesario en el caso de las

membranas de nitrocelulosa.

A continuacion se situé la membrana junto al gel de poliacrilamida y se colocaron
papeles cromatogréaficos (Whatman, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) y esponjas
a ambos lados. Se sumergié en tampén de transferencia y se mantuvo a 100 V (voltaje
constante) durante 90 min o alternativamente a 15 V durante toda la noche. A continuacion,

se desensambld la carpeta de transferencia y se lavo la membrana con tampén TBS-T.

Tampones:

Tampon de transferencia: 25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 192 mM glicina; 20% (v/v) metanol;
con/sin 0,1% (p/v) SDS.

TBS-T: 25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,9% (p/v) NaCl; 0,05% (v/v) Tween-20.
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3.2.5. Deteccidon de proteinas en membranas con rojo Ponceau

Tras la transferencia de las proteinas a la membrana, ésta se tifi6¢ transitoriamente con
una solucion de teflido durante 1 min y se lavo repetidamente con agua destilada. Se fotografié
la membrana con una camara fotografica y se destifié lavando la membrana con solucion de

destefiido.
Soluciones:
Solucién de tefiido: 0,01% (p/v) rojo Ponceau S; 0,1% (v/v) &cido acético.
Solucién de destefiido: 0,1 M NaOH.
3.2.6. Deteccion inmunolbgica de proteinas (western blot)

Una vez transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa o PVDF, ésta se
bloqueé con tampdn TBS-T con 3% (p/v) de leche desnatada en polvo durante al menos 1 h.
Se utilizaron diferentes métodos de revelado segun las caracteristicas de los anticuerpos y

las proteinas detectadas.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-GmCCS producido en conejo contra
el péptido sintético CVPEDFLISAAVSEF en el dominio Il de la proteina (Sagasti y col., 2011),
anti-GmPAA2_bucle producido en conejo contra el péptido sintético HERFQTRANPSDLTN
situado en el gran bucle citoplasmatico de la proteina (Bernal y col., 2007), anti-GmPAA2_N-
terminal producido en conejo contra el péptido sintético IEEEPASVAESLA situado en el
extremo N-terminal, anti-GmPAA2-2 producido en conejo contra el péptido sintético
CLQDRREAKDSP del N-terminal (Abyntek, Derio, Bizkaia, Espafa), anti-PC producido en
conejo (Agrisera, Vannas, Suecia), anti-HA producido en ratén (Hemaglutinina, Clone HA-7,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) y anti-6xHis producido en raton (Amersham Pharmacia
Biotech, Amersham, Reino Unido). Las diluciones y métodos de revelado utilizados se detallan
en la Tabla 11.

Método de revelado colorimétrico con fosfatasa alcalina. Se incubé la membrana con

el anticuerpo primario desarrollado en conejo diluido en tampén TBS-T con 0,3% (p/v) leche
en polvo durante 1 h. Se realizaron 5 lavados de 5 min con tampén TBS-T. Se incub6 con el
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina (Anti-Rabbit IgG
whole molecule-Alkaline Phosphatase, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) diluido en TBS-T
durante 1 h. Se realizaron 4 lavados con TBS-T, uno con TBS y uno con tampén AP durante

5 min. Se afiadié el tamp6n AP con 0,28 mg ml? nitroazul de tretrazolio (NBT, Nitro Blue
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Tetrazolium) y 0,175 mg ml* 5-bromo-4-cloro-indolilfosfato (BCIP), y la tinciéon se desarrollé
en oscuridad durante unos 5 min. La reaccion se par6 lavando con agua destilada varias

veces.
Tampones:
TBS: 25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,9% (p/v) NaCl.
Tampoén AP: 100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl..

Método de revelado colorimétrico con fosfatasa alcalina de alta sensibilidad. La

membrana se incubd con el anticuerpo primario desarrollado en conejo diluido en TBS-T
durante 90 min. Se realizaron 5 lavados con TBS-T de 5 min. Se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con biotina (Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)-BIOT, Southern
Biotech, Birmingham, AL, EEUU) durante 90 min. Se lavo 5 veces con TBS-T durante 5 min.
Se incubé con un complejo de estreptavidina-fosfatasa alcalina conjugada con biotina
(Biotinylated Alkaline Phospatase Conjugate, BioRad, Hercules, CA, EEUU) diluido en TBS-T
durante 90 min. Se realizaron 5 lavados con TBS-T de 5 min. Se afiadié el tampdn de AP con
0,28 mg mlI* NBT y 0,175 mg ml* BCIP y la tincién se desarroll6 en oscuridad durante unos 5

min. Se pard la reaccién lavando con agua destilada varias veces.

Método de revelado colorimétrico con peroxidasa. La membrana se incubd con el

anticuerpo primario desarrollado en ratén disuelto en TBS con 0,1% (p/v) leche en polvo
durante 1 h. Se lavé con TBS con 0,1% (p/v) leche en polvo 3 veces durante 10 min. Se incubd
con el anticuerpo secundario contra raton (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate,
BioRad, Hercules, CA, EEUU) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP, HorseRadish
Peroxidase) diluido en TBS con 0,1% (p/v) leche en polvo durante 1 h. Se lavé 3 veces durante
10 min con TBS con 0,1% (p/v) leche en polvo. Se mezclé una solucion de 25 ml de TBS y
0,06% H>0- con una solucion de 5 ml de metanol y 0,3% naftol, y se incub6 la membrana con
la mezcla durante unos minutos. Posteriormente se par6 la reaccion lavando la membrana

con agua destilada.

Método de revelado quimioluminiscente con peroxidasa. La membrana se incubé con

el anticuerpo primario desarrollado en conejo o ratén disuelto en TBS-T con 1% (p/v) leche en
polvo durante 90 min. Se lavo con TBS-T 3 veces durante 15 min. Se incubd con el anticuerpo
secundario contra conejo (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate, BioRad, Hercules, CA,
EEUU) o raton (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, BioRad, Hercules, CA, EEUU)

conjugado con HRP diluido en TBS-T con 1% (p/v) leche en polvo durante 1 h. Se lavo 3 veces
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con TBS-T durante 20 min cada vez. Se incubd con el reactivo SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU) y se expuso una

pelicula fotografica (CL-Xposure Blue X-Ray Film, Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA,

EEUU) en una cadmara oscura (Hypercassette, Amersham Biosciences, Buckinghamshire,

Reino Unido). La pelicula se revel6 en solucion reveladora (T-Max Professional, Kodak,

Rochester, NY, EEUU) durante 3 min y se incubé en solucion fijadora (Polymax RT, Kodak,
Rochester, NY, EEUU) durante 2 min.

Tabla 11. Anticuerpos, organismos productores, diluciones y tipos de revelado utilizados para
los andlisis por westen blot.

) Primario/ 3 o
Anticuerpo contra . Huésped Dilucion Revelado
Secundario
GmCCS Primario Conejo 1:150 Fosfatasa alcalina alta sensibilidad
) ) ) Fosfatasa alcalina alta sensibilidad,
GmPAA2_bucle Primario Conejo 1:200 ) o .
Peroxidasa quimioluminiscente
. ) ) ) Fosfatasa alcalina alta sensibilidad,
GmPAA2_N-terminal Primario Conejo 1:200 . o o
Peroxidasa quimioluminiscente
GmPAA2-2 Primario Conejo 1:1000 Fosfatasa alcalina alta sensibilidad
PC Primario Conejo 1:2000 Fosfatasa alcalina
HA Primario Raton 1:10000 Peroxidasa quimioluminiscente
6xHis Primario Raton 1:3000 Peroxidasa colorimétrico
. . Peroxidasa colorimétrico y
IgG conejo Secundario Cabra 1:25000 o o
quimioluminiscente
IgG conejo Secundario Cabra 1:10000 Fosfatasa alcalina alta sensibilidad
IgG conejo Secundario Cabra 1:10000 Fosfatasa alcalina
i . Peroxidasa colorimétrico y
IgG ratén Secundario Cabra 1:1000

quimioluminiscente

3.3. ESTUDIO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

3.3.1. Sobreexpresion piloto de proteinas en E. coli

Las condiciones Optimas de sobreexpresion de las proteinas se determinaron

mediante pruebas a escala piloto. Las bacterias de la cepa LMG194 fueron transformadas con
las construcciones pBAD TOPO-GmPAA2-2, pBAD TOPO-GmMPAA2-1 o pBAD TOPO-
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GmCCS (Figura 2) y se cultivaron en placa durante la noche a 37 °C. Se inocul6 un cultivo de
25 ml de LB/ampicilina (100 pg mlt) con una colonia individual y se cultivé hasta que la
absorbancia a 600 nm alcanz6 un valor de 0,5 en cubetas de 1 cm de paso de luz. A
continuacion se indujo la expresion de las proteinas recombinantes mediante la adicion de
diferentes concentraciones de L-arabinosa (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
EEUU). Se probaron 0,00002%, 0,0002%, 0,002%, 0,1%, 0,2% (p/v) de L-arabinosa. También
se probo la adiciéon de 0,5 mM CuSOa y la incubacién a diferentes temperaturas (30 °C y 37
°C). Tras la induccion, se cultivaron las células durante 4-19 h. Se tomd6 1 ml de muestra para
su analisis y se centrifugd a 12000 x g durante 2 min. El sedimento se resuspendié en 80 pl
de tampodn de carga | 4X, se desnaturalizé a 95 °C durante 5 min y se centrifugé brevemente
a 12000 x g. Las muestras fueron analizadas por western blot con los anticuerpos
correspondientes (apartado 3.2.6). Como control negativo se utilizaron las bacterias sin

transformar, asi como las bacterias transformadas sin adicién de inductor.

La sobreexpresion piloto de la proteina GmPAA2-2 fue realizada por la Lda. Patricia

Lorente y la Dra. Maria de los Angeles Lujan en nuestro laboratorio.

Tampones:

Tampon de carga | (4X): 2% (p/v) SDS; 62 mM Tris-HCI, pH 6,8; 30% (p/v) glicerol; 80
mM DTT; 0,2% (p/v) azul de bromofenol.

3.3.2. Sobreexpresion de GmCCS recombinante en E. coli

Una vez establecidas las mejores condiciones de sobreexpresion de GmCCS en E.
coli LMG194, se procedi6 al escalado. Se transformaron las bacterias con la construccion
pBAD TOPO-GmCCS y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Se inoculé un cultivo de 75 ml
de medio LB liquido con 100 pug ml* ampicilina y se cultivé durante la noche a 37 °C con
agitacion. Se inoculé un cultivo de 250 ml de LB/ampicilina con 9 ml del cultivo previo y se
crecio hasta que la absorbancia a 600 nm alcanzé 0,6 en cubetas de 1 cm de paso de luz. Se
afadio 0,1% (p/v) L-arabinosa y se cultivd durante 4 h. Las células se recogieron por

centrifugacion a 10000 x g durante 10 min a 4 °C y se guardaron a -20 °C hasta su utilizacion.
3.3.3. Purificacion de GmCCS recombinante

Las células procedentes de 2 cultivos de 250 ml cada uno fueron resuspendidas en 40
ml de tampon de proteinas |. Las bacterias se rompieron por sonicacion en un Ultrasonic
Processor XL2020 Minsonix (Farmingdale, NY, EEUU) durante 12 min en pulsos de 1 min con

1 min de descanso entre ellos al 20% de potencia del aparato. Los tubos con las muestras se
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mantuvieron en hielo para evitar el sobrecalentamiento. Las muestras se centrifugaron a
10000 x g durante 30 min a 4 °C y el sobrenadante se centrifugd de nuevo a 10000 x g durante
10 min 4 °C. El sobrenadante resultante se carg6 en la columna HiTrap IMAC HP 5 ml (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) previamente cargada con CoCl; (Co?*-IMAC). La columna se
lavé con 25 ml de tampon de proteinas |y con 50 ml de tamp6n | con 50 mM imidazol a un
flujo de 1 ml min™. A continuacién, se aplicé un gradiente de 50-450 mM imidazol en tampoén
de proteinas | a un flujo de 0,5 ml min! y se recogieron fracciones de aproximadamente 1 mi
en las que se encontraba la proteina recombinante GmCCS. El tampo6n de proteinas | fue
cambiado por tampon de proteinas Il utilizando un tubo Amicon Ultra 10000 MWCO (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania).

La purificacion se sigui6 mediante SDS-PAGE vy tinciébn con azul Coomassie
(apartados 3.2.1y 3.2.3). Para ello, se tomaron muestras de 10 pl de las diferentes fracciones
de la purificacién, se les afadié tampdn de carga | (apartado 3.3.1) y se desnaturalizaron a 95
°C durante 5 min. La concentracién de proteina purificada fue determinada por el método de

Bradford (apartado 3.1) y la pureza fue estimada por SDS-PAGE (apartado 3.2.1).

Tampones:

Tampon de proteinas |: 20 mM tamp6n fosfato sédico, pH 7,4; 500 mM NacCl; 1 mM
PMSF.

Tampon de proteinas 1l: 100 mM MES, pH 6,0; 100 mM NacCl.
3.3.4. Determinacion del contenido de Cu en GmCCS recombinante purificada

La cantidad de Cu unido a GmCCS recombinante asi obtenida fue determinada
utilizando un método cuantitativo con acido bicinconinico (BCA) (Brenner y Harris, 1995). Para
ello, se utilizaron 55 pl de muestra de proteina purificada (5-20 uM), a la que se le afiadieron
18,4 ul de reactivo A y se agité vigorosamente. Se centrifugd durante 5 min a temperatura
ambiente a 12000 x g y se trasfirieron 66 pl a un tubo de 1,5 ml nuevo. Se afiadieron 5 pl de
reactivo B fresco y se agité vigorosamente. Se afiadieron 29 ul de reactivo C y se mezcl6
vigorosamente nuevamente. Se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente y se midio la
absorbancia a 360 nm en un espectrofotébmetro (Beckman Instruments DU640, Fullerton, CA

EEUU). Se realiz6 una recta patrén con 0,45, 0,9y 1,8 mM Cu por triplicado.
Soluciones:

Reactivo A: 30% (p/v) &cido tricloroacético (TCA).

79



Reactivo B: 0,07% (p/v) &cido ascorbico.
Reactivo C: 0,012% (p/v) BCA; 7,2% (p/v) NaOH; 31,2% (p/v) HEPES &cido.
3.3.56. Cargade Cu®de GmCCS recombinante

La carga de Cu* de la proteina recombinante GmCCS se llevé a cabo mediante la
incubacién de la proteina con un exceso 6-10 veces molar de CuSO4 en tampon de proteinas
Il (apartado 3.3.3) con 10 mM &cido ascérbico durante 10 min a temperatura ambiente con

agitacion suave.
3.3.6. Calorimetria isotérmica de titulacién (ITC)

La calorimetria isotérmica de titulacion (ITC, Isothermal Titration Calorimetry) se utilizo
para estudiar la interaccion entre GmCCS y Cu*. Los andlisis de ITC se llevaron a cabo
utilizando un instrumento Auto-ITC200 (MicroCal, GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Los
experimentos consistieron en inyecciones de 2 ul de 600 uM CuSO4 en tampdn de proteinas
Il (apartado 3.3.3) con 10 mM &cido ascoérbico, en la célula de la muestra, que contenia
inicialmente 35 UM de proteina en tampon de proteinas Il con 10 mM acido ascorbico. La
velocidad de agitacion fue de 1000 rpm para conseguir una solucién homogénea rapidamente.
Los experimentos se realizaron a 25 °C y 30 °C. El calor por inyeccion normalizado por mol
de inyectante vs el ratio molar fue analizado mediante el software Origin 7 (OriginLab,

Northampton, MA, EEUU) utilizando un modelo de dos sitios de union.
3.3.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La estabilidad térmica de la proteina fue determinada por calorimetria diferencial de
barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry) utilizando un microcalorimetro VP-DSC
(MicroCal, Northampton, MA, EEUU). La linea base del instrumento fue grabada antes de los
experimentos, con ambas células llenas con tampo6n de proteinas Il (apartado 3.3.3). Todas
las muestras de proteina y tampones fueron desgasificados y cargados en las células evitando
la formacién de burbujas. Los escaneres de desnaturalizacion térmica se llevaron a cabo a
razén de 1 °C min* desde 10 °C hasta 95 °C. Se utilizaron 20 uM de apo-GmCCS en tampén
de proteinas Il y 20 uM de GmCCS cargada con un exceso molar equivalente a 6 veces de

Cu en tampon de proteinas Il con 10 mM &acido ascorbico (apartado 3.3.5).
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3.3.8. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular se llevo a cabo en un aparato FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) en un sistema AKTA (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) a temperatura ambiente. 30 uM de apo-GmCCS o alternativamente 30 uM
de Cu*-GmCCS cargada con un exceso 10 veces molar de Cu* (apartado 3.3.5) en tampén
de proteinas Il (apartado 3.3.3), fueron cargadas en una columna Superdex 200 HR 10/30
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) equilibrada con el mismo tampén. La

determinacion de la masa molecular fue calculada utilizando marcadores estandar.
3.4. EXTRACCION DE PROTEINAS DE LEVADURAS

Para la preparacion de extractos crudos de proteinas de levaduras se siguié un
protocolo de lisis anteriormente descrito (Braun y col., 2002) y modificado (O'Quin y caol.,
2010). Se inoculd con una colonia individual un cultivo previo de 10 ml de medio YPD y se
cultivd durante la noche a 30 °C con agitacion. Se midi6 la absorbancia a 600 nm y se recogio
el volumen equivalente a 3x107 células (5 ml de cultivo de Asponm = 1 €n una cubeta de 1 cm
de paso de luz) por centrifugacién a 5000 x g durante 2 min. El sedimento se lavé con 1 ml de
agua destilada y se resuspendié en 240 ul de tampdn de resuspension. Se afiadieron 60 pl
de tampon de lisis y las muestras se incubaron en hielo 10 min. Se afiadieron 40 pl de 100%
(p/v) TCA y se mezclaron vigorosamente. Se mantuvieron a -20 °C durante 30 min y se
centrifugaron a 12000 x g durante 30 min a 4 °C. El precipitado se lavo con 500 pl de acetona
y se centrifug6 a 12000 x g durante 30 min a 4 °C. El precipitado se dejo secar al aire durante
10-15 min y se resuspendio en 100 pl de tampdn de carga Il. Las muestras se incubaron a 45

°C durante 15 min y se sometieron a SDS-PAGE y western blot (apartado 3.2.1y 3.2.6).
Tampones:
Tampoén de resuspension: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0.
Tapon de lisis: 1,25 M NaOH; 5% (v/v) B-mercaptoetanol.

Tampon de carga Il: 62 mM Tris-HCI, pH 6,8; 8% (p/v) SDS; 10% (p/v) glicerol; 0,08%

(p/v) azul de bromofenol; 5% (v/v) B-mercaptoetanol.
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3.5. EXTRACCION DE PROTEINAS DE PLANTAS

3.5.1. Extraccién de proteinas de plantas para electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes

La extraccion de proteinas de plantas se llevd a cabo segun el protocolo descrito por
Bowler (Bowler y col., 1989) modificado por Shikanai (Shikanai y col., 2003). Las hojas de A.
thaliana y G. max se molieron en frio (N2 liquido) en un mortero o un molino de bolas,
dependiendo del tamafio de éstas. Se pesaron y se afiadid el mismo volumen de tampén de
extraccion de proteinas frio y se agitaron vigorosamente durante 2 min. Se centrifugaron a
12000 x g durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, se centrifugd
de nuevo en las mismas condiciones y se recuperd el sobrenadante. Se estimé la
concentracion de proteina por el método de Bradford (apartado 3.1) y se prepararon las

muestras con 20 g de proteina en un volumen de 10 pl con tampdén de carga nativo.

Tampones:

Tampon de extraccion de proteinas: 50 mM tampén fosfato sédico, pH 7,4; 0,1% (p/v)

acido ascorbico; 0,2% (v/v) Triton X-100; 0,05% (v/v) B-mercaptoetanol.

Tampon de carga nativo (4X): 250 mM Tris-HCI, pH 6,8; 40% (p/v) glicerol; 0,04% (p/v)

azul de bromofenol.
3.5.2. Fraccionamiento subcelular de G. max

Varios métodos de aislamiento de cloroplastos y fracciones subcelulares fueron
probados en este trabajo. EI método de eleccion fue una modificacibn de uno descrito
anteriormente (Alfonso, 1994). Se recogieron y lavaron 15 g de hojas de G. max y se batieron
en tampon B1 con una batidora de vaso. Se agitdé durante 10 min a 4 °C en oscuridad para
favorecer la liberacién de los cloroplastos retenidos entre los restos celulares y se centrifugo
a 200 x g durante 2 min a 4 °C. El sobrenadante se reservo, el sedimento se resuspendié en
20 ml de tampon B1 y se centrifugd a 200 x g durante 2 min a 4 °C. El sedimento (trozos
grandes, etc.) se descart6 y se juntaron los sobrenadantes de ambas centrifugaciones, que
se centrifugaron a 12000 x g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se descart6 y el
sedimento resultante (cloroplastos) se resuspendié en 10 ml de tampo6n de choque osmético
B2 y se centrifug6 a 12000 x g durante 10 min a 4 °C. El sedimento, formado principalmente
por tilacoides, se resuspendio en tampon B3 y el sobrenadante se concentré utilizando tubos
Amicon Ultra 10000 MWCO. Se estimo la concentracién de proteina por el método de Bradford

(apartado 3.1), para ello 15 pg de proteina se mezclaron con tampon de carga lll, se incubaron

82



Materiales y Métodos

a 95 °C durante 5 min y posteriormente a temperatura ambiente durante 5 min. Se separaron
las proteinas por SDS-PAGE y se estudiaron por western blot con anticuerpos anti-GmPAA2-
2 (apartado 3.2.1y 3.2.6).

Tampones utilizados:

Tampoén B1: 0,4 M NaCl; 2 mM MgCl; 20 mM Tricina, pH 8,0; 0,2% (p/v) sacarosa.
Tampoén B2: 150 mM NacCl; 5 mM MgCl,; 20 mM Tricina, pH 8,0.
Tampon B3: 15 mM NacCl; 5 mM MgClz; 50 mM MES, pH 6,0; 400 mM sacarosa.

Tampodn de carga Il (2X): 250 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20% (p/v) glicerol; 4% (p/v) SDS;
0,1% (p/v) azul de bromofenol; 80 mM DTT.

3.6. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

Las proteinas vegetales fueron extraidas segun el apartado 3.5.1. Las muestras se
sometieron a electroforesis en gel de 15% (p/v) poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizante (apartado 3.2.2) en oscuridad a 4 °C. La electroforesis se llevd a cabo por
triplicado. Los siguientes pasos del protocolo se realizaron en una campana de extraccion de
gases en oscuridad y con agitacién. Los geles fueron tefiidos de acuerdo con el protocolo
descrito (Beauchamp y Fridovich, 1971). Para ello, los 3 geles se incubaron con solucién de
NTB durante 20 min. Posteriormente, uno de los geles se incubd en solucién sin inhibidores,
el segundo gel se incub6 en la misma solucién mas el inhibidor de la Cu/ZnSOD (1 mM KCN)
y el tercer gel se incubd en la solucién mas el inhibidor de la Cu/ZnSOD y FeSOD (3 mM H20,)
durante 20 min. Tras esta incubacion, los geles se lavaron con agua destilada y se expusieron
a la luz durante al menos 10 min. Los geles fueron escaneados en un escéaner (EPSON
Perfection 2400 PHOTO, Suwa, Japon).

Tampones:

Solucién de NBT: 1 mg ml™* NBT.

Solucién sin inhibidores: 36 mM tampén fosfato potasico, pH 7,8; 28 uM riboflavina;
0,32% (v/v) TEMED.
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3.7. REPRESENTACION GRAFICA DE PROTEINAS

La representacion gréfica de las proteinas segln su estructura secundaria (cartoon)
se realizo con la herramienta de visualizacién molecular RasMol 2.7.3 (basado en RasMol 2.6,
Sayle R, Biomolecular Structures Group, Hertfordshire, Reino Unido) y obteniendo los datos,
depositados por sus respectivos autores, del banco de datos Protein Data Bank (Berman y
col., 2000).

4. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS PLANTAS
4.1. DETERMINACION DEL PESO FRESCO

Las medidas de peso fresco se determinaron con una balanza de precision. Se

separaron los diferentes érganos de las plantas con un bisturi, evitando el dafio innecesario.
4.2.  ANALISIS DE LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA

El andlisis de la fluorescencia de la clorofila se llevdo a cabo con un fluorimetro
Hansatech FMS (Fluorescece Monitoring System, Hansatech, Narborough, Reino Unido) o
FluorCam 701MF (Photon Systems Instruments, Brno, Republica Checa). Los datos fueron
analizados con el programa FluorCam 701MF version 5 (Photon Systems Instruments, Brno,

Republica Checa).

El rendimiento cuantico del fotosistema Il (®PSIl), indicativo de la eficiencia
fotoquimica del fotosistema II, fue calculada como (F'm-Ft)/F’'m (F'm, fluorescencia maxima
en la luz; Ft, fluorescencia en estado estacionario previa a un pulso de luz saturante) (Genty
y col., 1989). La proporcién de centros de reaccion del PSIl cerrados (1-gP), indicador del
estado de oxidacién de las quinonas aceptoras del PSlII, fue calculada como 1-[(F’'m-Ft)/(F’'m-
F’o)] (F’o, fluorescencia minima emitida después de que, primero, se apague la luz actinicay,

después, se dé un pulso de luz del rojo lejano) (Schreiber y col., 1986).

4.3. ESPECTROMETRIA DE EMISION ATOMICA DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE (ICP-AES)

La cantidad de los diferentes elementos en los tejidos de las plantas se determiné
utilizando la técnica de ICP-AES (espectrometria de emisidon atdmica de plasma acoplado
inductivamente). Se procedié a la desorcion de los metales de las raices de las plantas
utilizando el protocolo descrito (Calilliatte y col., 2010). Las raices se incubaron en solucion de

desorcioén | fria durante 10 min, se transfirieron a solucién de desorcion |l fria, se lavaron 2
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veces con agua ultrapura y se secaron con papel. En el caso de las hojas, se lavaron con
agua ultrapura y se secaron con papel. Posteriormente, los tejidos vegetales se secaron a 60
°C durante al menos 3 dias.

Una vez las muestras estuvieron secas, se pesaron alrededor de 20 mg de material
vegetal molido, se afiadieron 2 ml de 65% (p/v) HNOs, se mantuvieron 1 h a 80 °C y 90 min a
120 °C, se dejaron enfriar, se afiadié 1 ml de 30% (v/v) H2O2, se incubaron a temperatura
ambiente 30 min, a 60 °C 30 min y a 100 °C 30 min. Las muestras se diluyeron hasta 10 ml
con agua ultrapura y se analizaron por ICP-AES (IRIS Advantage HX Duo, Thermo-Fisher,
Dreieich, Alemania).

Soluciones:
Solucién de desorcién I: 2 mM CaSO.; 10 mM Na;EDTA; 1 mM MES, pH 5,7.
Solucién de desorcion Il: 0,3 mM batofenantrolina disulfonato; 5,7 mM ditionito sédico.

4.4.  TINCION HISTOQUIMICA DE PLANTAS TRANSGENICAS QUE EXPRESAN
B-GLUCURONIDASA

El gen bacteriano gusA, que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS), se ha
empleado ampliamente como gen marcador en plantas. Se utilizé el protocolo descrito (Vitha
y col., 1995). La actividad GUS fue analizada sumergiendo los tejidos en tampdn de tincion
frio y se infiltraron en vacio durante unos 5 min. Se incubaron a 37 °C durante 1 h y se

transfirieron a 70% (v/v) etanol hasta su uso. Los tejidos se fotografiaron.

Tampones:

Tampon de tincion: 2 mM hexacianoferrato (I1) de potasio; 2 mM hexacianoferrato (II)
de potasio; 0,2% (p/v) Triton X-100; 50 mM tampén fosfato sddico, pH 7,2; 2 mM 5-bromo-4-
cloro-3-indolil B-D-glucuronido sédico.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados corresponden con la media aritmética + la desviacion estandar de los
datos. En cada apartado se detalla el nimero de muestras tomadas. Para la comparacion de
tratamientos o tejidos se aplic6 un analisis de la varianza (ANOVA) que se realizé con el

programa Minitab 17 (Minitab SARL, Paris) con un nivel de significancia del 0,05.
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RESULTADOS
1.  CARACTERIZACION FUNCIONAL, LOCALIZACION Y REGULACION DE
PAA2

1.1. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE GmPAA2

El transportador de Cu PAA2 esté representado por dos genes en la planta G. max
(Bernal, 2006), GmPAA2-1 en el cromosoma 6 y GmPAA2-2 en el cromosoma 4; y un solo
gen en A. thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005b). El gen de A. thaliana AtPAA2 comparte un
69,02% de identidad con el gen GmPAA2-1 y un 56,88% con GmPAA2-2. A su vez, los genes
de G. max GmPAA2-1 y GmPAA2-2 tienen un 77,73% de identidad entre si. Estos genes
estan compuestos por 17 y 12 exones, respectivamente (Figura 1). Las secuencias de estos
genes, mostradas en la Figura 2, se obtuvieron de forma experimental (apartado 2.6 de
Materiales y Métodos). También fue posible la deteccion de una forma de procesamiento
alternativo del gen GmPAA2-1 que retiene 7 pb de la parte final del intron 4, a la que se
denomind GmPAA2-1T (GmPAA2-1 truncado). Esta insercién produce un cambio en el marco
de lectura que origina un codén de stop que produciria el truncamiento de la proteina (Figura
2). Por otra parte, la secuencia codificante del gen GmPAA2-2 retiene un teérico primer intrén

gue produce un cambio en el marco de lectura y el posterior truncamiento de la hipotética

proteina.
GmPAA2-1 _
mHH— —ai+H+ b
| | | ]
GmPAA2-1T _
mHH— 1 —ai+i+ b
1 i
|
STOP
GmPAA2-2 _
;5 Hi+i+1—ai  p
I
STOP

Figura 1. Esquema de los genes GmPAA2-1 (Glyma06g05890), GmPAA2-2
(Glyma04g05900) y de la forma de procesamiento alternativo GmPAA2-1T. Los recuadros
negros representan los exones y las lineas los intrones. Los codones STOP estan sefialados.
Las barras de escala corresponden a 500 pb.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias codificantes de los genes AtPAA2, GmPAA2-1,
GmPAA2-2 y la forma de procesamiento alternativo GmPAA2-1T. Los nucleétidos idénticos
estan resaltados en negro. Los nimeros a la derecha corresponden con el nimero de
nucleétidos en cada caso. Los cuadros rosas corresponden con los codones de inicio y los
cuadros rojos con los codones de STOP.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de G. max y A. thaliana fueron
alineadas y analizadas (Figura 3). Las proteinas AtPAA2 y GmPAA2-1 comparten un 68,47%
de identidad, y ambas cuentan con 8 regiones transmembrana, los dominios comunes a las
ATPasas de tipo P y tipo Pis (apartado 4.3.2.2 de Introduccién) (Abdel-Ghany y col., 2005b;
Bernal y col., 2007). En el caso de GmPAA2-1T, esta proteina corresponderia con una forma
truncada que solo conservaria el dominio de unién a metal HMB y las 4 primeras zonas
transmembrana. La proteina hipotética derivada de la traduccion de GmPAA2-2
corresponderia con una forma truncada que conservaria solo el dominio de unién a metal
HMB. Las proteinas GmPAA2-1T y GmPAA2-2 podrian contar, por tanto, con un péptido sefal
de transito al cloroplasto en el extremo N-terminal, como ocurre en AtPAA2 y GmPAA2-1
(Abdel-Ghany y col., 2005b; Bernal y col., 2007).
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Figura 3. Comparacion de las proteinas PAA2. (a) Alineamiento de las secuencias de las
proteinas AtPAA2, GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 deducidas de las secuencias de
nucleotidos. Los amino&cidos idénticos estan resaltados en negro. Los niumeros a la derecha
corresponden con el nimero de aminoacidos. HMB, dominio de unién a metal (Heavy Metal
Binding), TM1-TM8 regiones transmembrana. (b) Representacion esquematica bidimensional
de las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2.

1.1.1. Expresion heter6loga de GmPAA2-1 en E. coli

Para un estudio bioquimico de la proteina GmPAA2-1, se intentd su sobreexpresion
utilizando un sistema heterélogo, como es el caso de la bacteria E. coli. El uso de bacterias
con vectores de expresion es un método comun para conseguir cantidades suficientes de una
proteina que puede ser poco abundante en el organismo originario (Alberts y col., 2014). Para
ello, el gen GMPAAZ2-1 se cloné en el vector pPBAD TOPO TA (apartado 2.6.1 de Materiales y
Métodos) y la sobreexpresion en las bacterias se analiz6 mediante ensayos a escala piloto en
los que se varié el tiempo de incubacion, la temperatura, la cantidad de inductor (L-arabinosa),
asi como la cantidad de Cu afiadido al medio. Como controles negativos se utilizaron tanto
las bacterias sin transformar con y sin adicion de inductor, como las bacterias transformadas
sin la adicion de inductor. Los extractos crudos de proteina bacteriana se analizaron por SDS-
PAGE vy tincion azul Coomassie (Figura 4a). Mediante esta técnica, no se observaron
diferencias que indicasen la sobrexpresién de proteinas del peso molecular esperado (89 kDa)
para GmPAA2-1 expresada utilizando el vector pBAD TOPO TA.

Los extractos crudos de proteina bacteriana se analizaron también por western blot
utilizando dos anticuerpos disefiados contra la proteina GmPAA2-1 (Figura 4b,c). Uno de ellos
disefiado contra un péptido sintético cuya secuencia se localiza en la zona N-terminal
(denominado anti-GmPAA2_N-terminal) y el otro disefiado contra un péptido en la zona del
gran bucle estromatico (denominado anti-GmPAA2_bucle) (apartado 3.2.6 de Materiales y
Métodos) (Bernal y col., 2007). Como control se realizé un western blot sin anticuerpos
primarios para comprobar que los anticuerpos secundarios no producian ninguna reacciéon
inespecifica (Figura 4d). Los inmunoensayos no mostraron diferencias entre las muestras
procedentes de bacterias control y de bacterias transformadas inducidas, lo que no permitié

determinar la presencia de la proteina GmPAA2-1 en los extractos bacterianos.
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Figura 4. Andlisis por SDS-PAGE y western blot de extractos bacterianos. (a) Tincion azul
Coomassie; (b) ant-GmPAA2_bucle; (c) anti-GmPAA2_N-terminal; (d) sin anticuerpo
primario. Los extractos crudos fueron de bacterias de la cepa LMG194 sin transformar no
inducidas (-) e inducidas (+) (LMG194), y transformadas con la construccién para la
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Figura 4 (continuacion). sobreexpresion de la proteina GmPAA2-1 (LMG194 GmPAA2-1), no
inducidas (-) e inducidas (+) con L-arabinosa.

1.1.2. Expresion heteréloga de GmPAA2-2 en E. coli

La secuencia codificante del gen GmPAA2-2 sin la secuencia del péptido sefial de
transito al cloroplasto ni el codon STOP prematuro se cloné en el vector pBAD TOPO TA, que
aflade a la proteina de fusion el epitopo 6xHis (apartado 2.6.1 de Materiales y Métodos). Se
transformaron las bacterias y se realiz6 un ensayo de sobreexpresién. Como control negativo
se utilizaron las bacterias sin transformar. Los extractos crudos de proteina bacteriana se
analizaron por SDS-PAGE y tincion azul Coomassie (Figura 5a) o western blot con anticuerpos
anti-6xHis (Figura 5b). Mediante esta técnica no se detecto la proteina de fusion GmPAA2-2,

por lo que no fue posible la purificacion de la posible proteina para su posterior analisis.
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Figura 5. Andlisis por SDS-PAGE y western blot de extractos bacterianos. (a) Tincion azul
Coomassie; (b) western blot con el anticuerpo anti-6xHis de los extractos crudos de la cepa
LMG194, sin transformar (LMG194) y transformadas con la construccion para la
sobreexpresion de la proteina GmPAA2-2 (LMG194 GmPAAZ2-2). La induccion se hizo con L-
arabinosa.
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1.1.3. Expresion de GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 en S. cerevisiae

Las secuencias codificantes de GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAAZ2-2 sin los péptidos
sefial de transito al cloroplasto se clonaron mediante la estrategia de clonacion Gateway en
el vector binario de levaduras pFL383 (ver seccion 2.6.3 de Materiales y Métodos). Este vector
permite el crecimiento de las levaduras en medio minimo sin histidina, lo que posibilita la
seleccion de las levaduras transformadas; y afiade al extremo N-terminal de la proteina el

epitopo de la hemaglutinina (HA) para su seguimiento mediante la técnica de western blot.

Para este estudio se utilizaron levaduras silvestres y mutantes ccc2, que carecen del
transportador de Cu del aparato de Golgi (Gaxiola y col., 1998). A pesar de la ausencia de
cloroplastos en las levaduras, esta cepa se ha utilizado para el estudio de transportadores de
Cu plastidiales como AtPAAl y HYHMAL (Catty y col., 2011; Mikkelsen y col., 2012). Las
levaduras ccc2 se transformaron con las construcciones con GmPAA2-1, GmPAA2-1T y
GmPAA2-2, y como controles se utilizaron las levaduras silvestres y ccc2 transformadas con

el vector vacio pFL383. Los extractos crudos d

e levaduras se analizaron por western blot con diferentes anticuerpos, lo que permitié
analizar la expresion de las proteinas, asi como la efectividad de los dos anticuerpos
disefiados contra diferentes péptidos de GmPAAZ2. El inmunoblot con el anticuerpo anti-HA
(Figura 6b) muestra dos bandas concordantes con el peso molecular esperado para GmPAA2-
1 y GmPAA2-1T en este sistema de expresion (103 kDa y 41 kDa, respectivamente). En
cambio, la expresion de GmPAA2-2 (18 kDa) no se detect6 en las condiciones testadas.

A continuacion se realizé un western blot con el anticuerpo anti-GmPAA2_N-terminal
sobre las mismas muestras (Figura 6c¢). En este caso, no se observaron bandas
correspondientes con ninguna de las proteinas GmPAA2, lo que parece indicar que el
anticuerpo no detecta las proteinas contra las que fue disefiado en las condiciones testadas.
También se utilizé el anticuerpo anti-GmPAA2_bucle (Figura 6d) en las muestras con el vector
vacio (control negativo) y con la proteina GmPAA2-1. En este caso no se incluyeron las
muestras con las proteinas GmPAA2-1T y GmPAA2-2 debido a que ambas proteinas se
truncan antes de la secuencia contra la que esta disefiado el anticuerpo. Utilizando este
anticuerpo, solo se observé una banda de aproximadamente 30 kDa de peso molecular,
presente en todas las muestras, incluyendo las utilizadas como control negativo, por lo que
parece corresponder con una banda inespecifica. Por lo tanto, en este caso tampoco se
observo la banda correspondiente con GmPAA2-1, lo que parece indicar que este anticuerpo

no reconoce la proteina de G. max en estas condiciones.
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Figura 6. Analisis por SDS-PAGE y western blot de extractos de levadura. (a) Tincion azul
Coomassie; (b) western blot con los anticuerpos anti-HA; (¢) con anti-GmPAA2_N-terminal,
(d) con anti-GmPAA2_bucle de los extractos crudos de levaduras silvestres (WT) y ccc2



Figura 6 (continuacion). transformadas con el vector vacio (VV) o transformadas con las
construcciones para la sobreexpresion de GmPAA2-1, GmPAA2-2 0 GmPAA2-1T.

1.1.4. Analisis funcional de las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2

en levaduras

1.1.4.1. Complementacion funcional de los mutantes ccc2 de S. cerevisiae con
GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2

Se llevé a cabo un estudio de complementacion funcional de los mutantes ccc2 con
las proteinas GmMPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2. Para ello, se transformaron las
levaduras con las construcciones con GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 en el vector
pFL61 (apartado 2.6.3 de Materiales y Métodos), y tres colonias independientes de cada
transformacion fueron crecidas en medio liquido, diluidas de manera serial y sembradas en
placas de cultivo. Como control del crecimiento se utilizaron placas de medio minimo SD-Ura.
Las levaduras se crecieron en placas de medio minimo SD-Ura con diferentes
concentraciones de Cu y quelantes de Cu (batocuproina disulfonato, BCS) y Fe
(batofenantrolina disulfonato, BPS) para analizar el fenotipo de las levaduras mutantes. Se
observé que la mayor diferencia entre las levaduras silvestres y las mutantes ccc2 se
apreciaba en medio minimo SD-Ura suplementado con 20 uM BCS y 20 uM BPS, por lo que

se consideré éste como el medio de eleccién (Figura 7).

. Tras dos dias de crecimiento en placa (Figura 7), las levaduras silvestres mostraron
capacidad para crecer en medio minimo SD-Ura y medio minimo SD-Ura suplementado con
20 uM BCS y 20 uM BPS. En cambio, las levaduras ccc2, presentaron un crecimiento similar
a las silvestres en medio minimo SD-Ura y un crecimiento limitado en el medio minimo SD-
Ura suplementado con 20 uM BCS y 20 uM BPS. Las levaduras mutantes ccc2 con las
construcciones con GmPAA2-1, GmPAA2-1T o GmPAA2-2 se comportaron de manera similar
a las levaduras mutantes ccc2, por lo que parece que las proteinas GmPAA2 no son capaces

de restablecer el fenotipo mutante.

98



Resultados
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Figura 7. Ensayo de complementacion en levaduras. WT, cepa silvestre BY4741; ccc2, cepa
mutante ccc2; VV, vector vacio pFL61; SD-Ura, medio minimo sin uracilo; A, absorbancia a
600 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz.

1.1.4.2. Estudio de las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 en

levaduras silvestres

Se ha visto que la expresion de la proteina AtPAA2 en levaduras silvestres BY4741
puede producir hipersensibilidad al Cu, lo que podria producirse por una sobrecarga de Cu*
en el reticulo endoplasmico debida a la actividad de AtPAA2 (Sautron y col., 2015). Para
evaluar la funcionalidad de las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 en las
levaduras, éstas se transformaron con el vector pFL61 vacio y las construcciones en este
vector (apartado 2.6.3 de Materiales y Métodos), y se realizé un ensayo fenotipico en placas

con medio SD-Ura con diferentes concentraciones de CuSO,4 afiadido (Figura 8).

En las diferentes condiciones nutricionales de Cu testadas, no se observaron
diferencias entre las levaduras con el vector vacio y con GmPAA2-1, GmPAA2-1T o GmPAA2-
2. Esto podria deberse a que las proteinas no adquieran su correcto plegamiento o
localizacién, lo que les impida realizar su funcion. También podria deberse a que no hay

suficiente expresion de las proteinas que permitiera ver diferencias fenotipicas.
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Figura 8. Ensayo funcional en levaduras silvestres BY4741. VV, vector vacio pFL61; SD-Ura,
medio minimo sin uracilo sin suplementar o suplementado con las concentraciones de CuSO4
indicadas; A, absorbancia a 600 nm en cubeta de 1 cm de paso de luz.

1.1.5. Complementacion funcional de los mutantes de A. thaliana paal-1y paa2-
1 con GmPAA2-1y GmPAA2-2

Las plantas de A. thaliana mutantes paal-1 y paa2-1 fueron, en primer lugar,
caracterizadas genotipicamente para confirmar la presencia de la mutacion puntual en
homocigosis en cada caso. Para ello, se amplifico la regiébn de ADNg que flanquea la mutacion

y se analizd la secuencia de la region genémica.

El mutante paal-1, ecotipo Ler (Landsberg erecta), tiene una mutacién sin sentido en
el exén 8 (C — T), lo que provoca el truncamiento de la regién C-terminal, que contiene la
zona de transduccion de iones, fosforilacion y dominio de union a ATP. Esto resulta en un
alelo nulo sin actividad PAAL1 (Shikanai y col., 2003). El mutante paa2-1, ecotipo Col-3, tiene
una mutacion sin sentido en el exon 2 (G — A) y se trata de un alelo nulo (Abdel-Ghany y col.,
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2005b). En ambos mutantes se confirmé la presencia de la mutacion, asi como del alelo

silvestre del gen correspondiente al otro transportador (Figura 9).

Alelo PAA1 Alelo PAA2
TTGGGCTAGAGTTAAGTCGCAGCAG | TAGGAGGGATTTGGGATTTGCTACA
Plantas
paai-1
TTGGGCTAGAGTCAAGTCGCAGCA TAGGAGGGATTTAGGATTTGCTACA
Plantas
paa2-1

Figura 9. Caracterizacién genotipica de los mutantes paal-1 y paa2-1. Se muestran los
fragmentos de los cromatogramas de la secuenciacion sobre ADNg en los que se observan
las mutaciones puntuales (subrayadas) o bien los alelos silvestres de los genes AtPAAl y
AtPAA2.

1.1.5.1. Complementacion funcional del mutante paal-1 con GmPAA2-1 vy
GmPAA2-2

Para estudiar la complementacion funcional de los mutantes paal-1 con las proteinas
de G. max GmPAA2-1 y GmPAA2-2, las regiones codificantes incluyendo los péptidos sefial
de transito al cloroplasto de ambos genes se clonaron en el vector pENTR/D TOPO y se
transfirieron al vector pMDC32 mediante la tecnologia Gateway (seccién 2.6.3 de Materiales
y Métodos). Este vector cuenta con el promotor 35S CaMV que produce una expresion génica
constitutiva (Curtis y Grossniklaus, 2003). Las plantas de A. thaliana silvestres Ler se
transformaron con el vector vacio pMDC32 y las plantas paal-1 se transformaron con las
construcciones con GmPAA2-1 y GmPAA2-2. Las plantas transgénicas se seleccionaron en

medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa suplementado con higromicina.

Para los experimentos de complementacion del mutante paal-1 se utilizaron plantas
Ler, Ler con el vector vacio pMDC32 (dos lineas transgénicas independientes homocigotas),
plantas paal-1, plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 (dos lineas transgénicas
independientes heterocigotas) y plantas paal-1 expresando GmPAA2-2 (una linea

transgénica heterocigota). Como se indica, estos dos Ultimos grupos de plantas transgénicas
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son procedentes de plantas progenitoras heterocigotas (segunda generacién de plantas
transgénicas, T2). Esto suponia que alrededor de un 25% de las plantas corresponderian con
plantas transgénicas homocigotas, un 50% heterocigotas y un 25% no transgénicas. Con el
fin de diferenciar las plantas transgénicas de las no transgénicas, se amplificé por PCR sobre
ADNg parte del promotor 35S CaMV fusionado al extremo N-terminal del transgén. Las plantas
que mostraron amplificacion del fragmento y gen de referencia AtACT2 (Actina 2) se
consideraron transgénicas, y las que solo mostraron amplificacién en el gen de referencia, no

transgénicas.

Las plantas se crecieron sembrandolas directamente en tierra y se regaron con agua
corriente 0 agua corriente suplementada con 1 mM CuSO, (Figura 10). Paralelamente, se
crecieron plantas en placas de plastico con medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa sin
suplementar o suplementado con 10 uM CuSO, (Figura 11). La concentracion de Cu en el
medio ¥2 MS es inferior a 0,5 uM, lo que representa una disponibilidad de Cu sub6ptima para
A. thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005b; Andrés-Colas y col., 2013). Las placas de %2 MS con
sacarosa sin Cu afiadido se prepararon con material desprovisto de metales y con especial

cuidado para evitar la contaminacion con Cu.

Las plantas se crecieron en estas dos condiciones nutricionales de Cu, ya que el
fenotipo del mutante paal-1 (y también el de paa2-1) es rescatable mediante la adicion de Cu
(Abdel-Ghany y col., 2005b). El uso de plantas crecidas en tierra y en placa permitié la mejor
identificacion del fenotipo de las plantas mutantes paal-1, que se mostr6 mas evidente en uno
u otro sistema de cultivo segun la caracteristica fenotipica analizada. Estas caracteristicas
fueron: peso fresco, contenido de PC, patron de actividad SOD y actividad fotosintética a

través de la fluorescencia de la clorofila.
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(a) Ler Ler VV_linea1 Ler VV_linea2 paal-1

paal-1 GmPAA2-1 paal-1 GmPAA2-1 paal-1 GmPAA2-2
linea1 linea2 linea1

( b ) Ler Ler VV_linea1 Ler VV_linea2 paal-1

paal-1 GmPAA2-1 paal-1 GmPAA2-1 paal-1 GmPAA2-2
linea1 linea2 linea1

Figura 10. Cultivo de plantas sembradas directamente en tierra y regadas con agua corriente
(a) sin suplementar o (b) suplementada con 1 mM CuSOQO.. Se cultivaron plantas Ler, dos lineas
transgénicas independientes de plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler
VV_linea2), plantas paal-1, dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1
expresando GmPAA2-1 (paal-1 GmPAA2-1 lineal y paal-1 GmPAA2-1 linea2) y una linea
transgénica de plantas paal-1 expresando GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2_lineal).
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Figura 11. Cultivo de plantas en medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa (Y2 MS), o0 ¥2 MS con 1%
(p/v) sacarosa suplementado con 10 uM CuSOs4 (¥2 MS 10 uM Cu). En la parte superior de las
placas se sembraron plantas Ler y paal-1. En la zona media e inferior se sembraron (a) dos
lineas transgénicas independientes de plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler
VV_linea2), (b) dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1 expresando
GmPAA2-1 (paal-1 GmPAA2-1 lineal y paal-1 GmPAA2-1 linea2) y (c) una linea
transgénica de plantas paal-1 expresando GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2 lineal).

1) Andlisis del peso fresco. Una de las caracteristicas fenotipicas de los mutantes

paal-1 es que tienen un crecimiento reducido en comparacion con las plantas silvestres. Esta
reduccion se ve exacerbada en condiciones limitantes de Cu (Shikanai y col., 2003). Por tanto,
tras la cosecha de las plantas, se midi6 el peso fresco, teniendo en cuenta los resultados del
andlisis genotipico de las plantas, y se observo que, en el caso de las plantas crecidas en
placa (Figura 12a), no habia diferencias significativas en el peso de las plantas silvestres Ler
y mutantes paal-1, crecidas tanto en medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa como en %2 MS con
1% (p/v) sacarosa suplementado con 10 uM CuSOa4. En cambio, en el caso de las plantas
crecidas en tierra (Figura 12b), las plantas paal-1 mostraron una disminucion significativa del
peso, tanto en cultivo en tierra regada con agua corriente como regada con 1 mM CuSO4 en
comparacion con las plantas silvestres; y las lineas transgénicas paal-1 expresando
GmPAA2-1 y GmPAA2-2 tenian un peso similar al de las plantas paal-1 mutantes. Estos
resultados de peso fresco, teniendo en cuenta el andlisis genotipico de los individuos para

diferenciar entre las plantas transgénicas de las no transgénicas, parecen indicar que las
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proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no son capaces de revertir el fenotipo de crecimiento

reducido que tiene el mutante paal-1.
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Figura 12. Peso fresco por planta silvestre Ler, dos lineas transgénicas independientes de
plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler VV_linea2), plantas paal-1, dos lineas
transgénicas independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 (paal-1 GmPAA2-
1 linealy paal-1 GmPAA2-1 linea2) y una linea transgénica de plantas paal-1 expresando
GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2_lineal) crecidas en (a) placas con medio %2 MS con 1% (p/v)
sacarosa sin suplementar (2 MS ) y suplementado con 10 uM CuSO4 (Y2 MS 10 uM Cu) o (b)
tierra regada con agua corriente (agua) o con 1 mM CuSO4 (1 mM Cu). Se muestran las
medias de al menos tres réplicas biologicas + la desviacion estandar. Las letras distintas
indican diferencias significativas entre los diferentes genotipos (p<0,05).

2) Analisis del contenido de PC. Los mutantes paal-1 tienen menor contenido de holo-

PC, lo que es indicativo de un aporte insuficiente de Cu en el lumen tilacoidal (Shikanaiy col.,
2003). Para detectar la cantidad de PC, las plantas Ler, dos lineas de plantas transgénicas
independientes Ler con el vector vacio, plantas paal-1, dos lineas transgénicas
independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 y una linea transgénica de plantas
paal-1 expresando GmPAA2-2 se utilizaron para obtener extractos crudos y realizar un
inmunoensayo con anticuerpos anti-PC (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de los extractos crudos de las plantas Ler, dos lineas transgénicas
independientes de plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler VV_linea2), plantas
paal-1, dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1
(paal-1 GmPAA2-1 lineal y paal-1 GmPAA2-1 linea2) y una linea transgénica de plantas
paal-1 expresando GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2_lineal) por (a) SDS-PAGE y western
blot. con anticuerpos anti-PC o (b) tincién rojo Ponceau. Las plantas se cultivaron en tierra
regada con agua (agua) o0 1 mM CuSO. (1 mM Cu) y en placa con medio ¥2 MS con 1% (p/v)
sacarosa (Y2 MS) o con medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSO, afiadido (10 uM
Cu). PC1, plastocianina 1; PC2, plastocianina 2.

Los resultados de las plantas crecidas en tierra regadas tanto con agua como con 1
mM CuSO4, mostraron una reduccion en el contenido de PC de las plantas paal-1y paal-1
expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2 en comparacion con las plantas silvestres Ler. Las
plantas silvestres Ler y Ler con el vector vacio pMDC32 mostraron resultados similares entre
si. En las plantas crecidas en placa no se observaron diferencias entre las plantas silvestres

Ler y mutantes paal-1, tanto en las crecidas en %2 MS con 1% (p/v) sacarosa como en %2 MS
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con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSO, afiadido. Por tanto, parece que las condiciones mas
propicias para evaluar la diferencia de contenido en PC entre las plantas silvestres Ler y
mutantes paal-1y, por tanto, poder evaluar la complementacion con las proteinas GmPAA2-
1y GmPAA2-2, son los cultivos en tierra, especialmente en tierra regada con agua. En estas
condiciones, los resultados parecen indicar que las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no

complementan al mutante paal-1.

3) Andlisis de la actividad SOD. En los mutantes paal, la actividad SOD se ve afectada,

disminuyendo la actividad CSD2 y FeSOD, y aumentando la actividad CSD1, respecto de las
plantas silvestres (Shikanai y col., 2003; Abdel-Ghany y col., 2005b). Se realizé un ensayo de
actividad SOD en las plantas Ler, dos lineas de plantas transgénicas independientes Ler con
el vector vacio, plantas paal-1, dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1
expresando GmPAA2-1 y una linea transgénica de plantas paal-1 expresando GmPAA2-2
(Figura 14).

En este caso, el fenotipo de los mutantes paal-1 pudo verse tanto en las plantas
crecidas en placa como en tierra, siendo mas apreciable en las plantas crecidas en placa. En
cultivo en placa con medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa, las plantas Ler y Ler con el vector
vacio mostraron una mayor actividad FeSOD, mientras que la actividad Cu/ZnSOD (CSD1,
CSD2) era practicamente indetectable. En las plantas paal-1 se observé una mayor actividad
Cu/ZnSOD (debido, probablemente, a una mayor actividad CSD1) y reducida actividad
FeSOD. Las plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2 mostraron un patrén de
actividad SOD similar al mostrado por los mutantes paal-1. Por otra parte, las plantas crecidas
en medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSO; afiadido o en tierra regadas con 1 mM
CuSO,, mostraron una mayor actividad Cu/ZnSOD en todos los casos, especialmente
apreciable en las plantas crecidas en placa. Segun indican los ensayos de actividad con
inhibidores especificos, la banda inferior corresponde con la Cu/ZnSOD (Figura 14), en este
caso parece corresponder con ambas isoformas CSD1 y CSD2 en conjunto. Los resultados
de actividad SOD de las plantas paal-1, crecidas en placa en medio 2 MS con 1% (p/v)
sacarosa, y las plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2 eran comparables, lo
gue parece indicar de nuevo que las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no complementan el

fenotipo del mutante paal-1.
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Figura 14. Ensayo de actividad SOD en las plantas Ler, dos lineas transgénicas
independientes de plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler VV_linea2), plantas
paal-1, dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1
(paal-1 GmPAA2-1_lineal y paal-1 GmPAA2-1_linea2) y una linea transgénica de plantas
paal-1 expresando GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2_lineal). Los geles fueron incubados (a)
sin inhibidores; (b) con KCN, inhibidor de la Cu/ZnSOD o (c) con H2Oz, inhibidor de la FeSOD
y Cu/ZnSOD. Las plantas se cultivaron en placa con medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa (2
MS) o medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 pM CuSO. (Y2 MS 10 uM Cu), y en tierra
regada con agua (agua) o con 1 mM CuSO. (1 mM Cu).

4) Analisis de la fluorescencia de la clorofila. Los mutantes paal fueron identificados
por primera vez por su fenotipo de alta fluorescencia de la clorofila (Shikanai y col., 2003).
Esto es debido a que las plantas con defectos en el transporte electrénico fotosintético pueden
mostrar un fenotipo de alta fluorescencia (Abdel-Ghany y col., 2005b). Dado que este es el

rasgo fenotipico mas caracteristico de los mutantes paal, se realizé un estudio de la
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fluorescencia de la clorofila en las plantas Ler, dos lineas de plantas transgénicas
independientes Ler con el vector vacio, plantas paal-l, dos lineas transgénicas
independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1y una linea transgénica de plantas
paal-1 expresando GmPAA2-2 crecidas en tierra regadas con agua o con 1 mM CuSOas Yy en
placa con medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa o %2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSOg4
anadido (Figura 15).

Placa Tierra

08 |

(DPSII
cl)PSII

W Ler

W LerVV_lineal

B Ler VV_linea2

H paa-1
) o paal-1 GmPAA2-1_
Placa Tierra linea1
paal-1 GmPAA2-1_
linea2
05 | a a O ':?881;1 GmPAA2-2_
ab ab ab Inea
04 | ab
! bc abc|ab
o
o 037 |
02
a
a
a 01 r
aallaa
0 i i
2 MS 2 MS 10 yM Cu Agua 1mMCu

Figura 15. Parametros de fluorescencia de la clorofila ®psy y 1-gP en las plantas Ler, dos
lineas transgénicas independientes de plantas Ler con el vector vacio (Ler VV_lineal y Ler
VV_linea2), plantas paal-1l, dos lineas transgénicas independientes de plantas paal-1
expresando GmPAA2-1 (paal-1 GmPAA2-1_lineal y paal-1 GmPAA2-1_linea2) y una linea
transgénica de plantas paal-1 expresando GmPAA2-2 (paal-1 GmPAA2-2 lineal). Las
plantas se cultivaron en placa con medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa (Y2 MS), en placa con
Y% MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSO;, afadido (Y2 MS 10 uM CuSOs), en tierra regada
con agua (agua) y en tierra regada con 1 mM CuSO, (1 mM Cu). Se muestran las medias de
dos réplicas técnicas + la desviacion estandar (plantas crecidas en placa) o al menos tres
réplicas biolégicas + la desviacion estdndar (plantas crecidas en tierra). Las letras distintas
indican diferencias significativas entre los diferentes genotipos (p<0,05).
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En este caso, tanto las plantas crecidas en tierra como en placa mostraron resultados
gue indicaban una misma tendencia, viéndose el fenotipo de alta fluorescencia mas
claramente en los mutantes paal-1 crecidos en placa (Figura 15). En las plantas cultivadas
en placa con medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa, el ®pg; (indicativo de la eficiencia
fotoquimica del PSII) se ve disminuido en las plantas mutantes paal-1, asi como en las
plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2, respecto de las plantas silvestres Ler.
Por otra parte, la proporcion de centros de reaccion de PSII cerrados (1-gP) se veia
aumentado tanto en las plantas paal-1 como paal-1 expresando GmPAA2-1 y GmPAA2-2
en comparacion con las plantas silvestres Ler. Estos resultados muestran que las plantas
paal-1 expresando GmPAA2-1 o0 GmPAA2-2 tienen los mismos defectos fotosintéticos que
los mutantes paal-1, lo que indicaria que las proteinas de soja GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no

son capaces de complementar el fenotipo del mutante paal-1 de A. thaliana.

1.1.5.2. Complementacion funcional del mutante paa2-1 con GmPAA2-1 vy
GmPAA2-2

A continuacién se llevé a cabo la complementacion funcional de los mutantes paa2-1
con las proteinas de soja GmPAA2-1 y GmPAA2-2. Para este experimento se utilizaron
plantas silvestres Col-3, mutantes paa2-1 y lineas transgénicas homocigotas paa2-1
expresando las proteinas de soja GmPAA2-1 y GmPAA2-2 fusionadas o sin fusionar a la

proteina YFP.

Excepto por la alta fluorescencia de la clorofila, los mutantes paa2-1 no tienen ningln
otro fenotipo visible (Abdel-Ghany y col., 2005b), por lo que se utilizaron diferentes medios de
cultivo para intentar distinguir el fenotipo de los mutantes paa2-1. Las plantas silvestres Col-
3, mutantes paa2-1, tres lineas transgénicas independientes homocigotas de plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1-YFP, una linea transgénica independiente de plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1 y tres lineas transgénicas independientes homocigotas de plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP, se cultivaron en placas de cristal desprovistas de
metales con medio Hoagland | y agar lavado sin Cu afiadido o con 0,5 uM CuSO. (Figura 16),
asi como en placas de plastico con medio %2 MS suplementado con 0,1% (p/v) sacarosa
(Figura 17) (ver apartado 1.3.2 de Materiales y Métodos). Como marcador de deficiencia de
Cu, se utilizo el mutante spl7-2 (y su respectivo ecotipo silvestre, Col-0), que tiene un severo
fenotipo en condiciones de bajo Cu (Bernal y col., 2012). Las lineas de plantas descritas
previamente se utilizaron para las medidas de peso fresco, analisis de la expresion de los

transgenes, contenido en PC y patron de actividad SOD.
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paa2-1 paa2-1 paa2-1
paa2-1 GmPAA2-1-YFP  GmPAA2-1-YFP  GmPAA2-1-YFP
_linea1 _linea2 _linea3

paa2-1 paa2-1 paa2-1 paa2-1
GmPAA2-1 GmPAA2-2-YFP ~ GmPAA2-2-YFP  GmPAA2-2-YFP  spl7-2 Col-0

_linea1 _linea1 _linea2 _linea3

paa2-1 paa2-1 paa2-1
(b) Col-3 paa2-1 GmPAA2-1-YFP  GmPAA2-1-YFP  GmPAA2-1-YFP

_linea1 _linea2 _linea3

paa2-1 paa2-1 paa2-1 paa2-1

GmPAA2-1 GmPAA2-2-YFP  GmPAA2-2-YFP ~ GmPAA2-2-YFP  spl7-2  Col-0

_linea1 _linea1 _linea2 _linea3
— ——

Figura 16. Cultivo en placas de cristal con agar lavado y medio Hoagland | (a) sin Cu afiadido
y (b) con 0,5 UM CuSO.. Las plantas cultivadas corresponden con Col-3, plantas paa2-1, tres
lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (paa2-1
GmPAA2-1-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea3),
una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1 GmPAA2-1_lineal),
tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP
(paa2-1 GmMPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-2-
YFP_linea3), Col-0 y spl7-2.
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paa2-1
Col-3 paaz-1 GmPAA2-1-YFP
_linea1

paa2-1 paa2-1 paa2-1
GmPAA2-1-YFP ~ GmPAA2-1-YFP GmPAA2-1
_linea2 _linea3 _linea1

paa2-1 paa2-1 paa2-1
GmPAA2-2-YFP  GmPAA2-2-YFP GmPAA2-2-YFP
_linea1 _linea2 _linea3

Figura 17. Cultivo en placas de plastico con medio %2 MS con 0,1% (p/v) sacarosa de plantas
Col-3, plantas paa2-1, tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando
GmPAA2-1-YFP (paa2-1 GmPAA2-1-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1
GmPAA2-1-YFP_linea3), una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1
(paa2-1 GmPAA2-1_lineal) y tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1
expresando GmMPAA2-2-YFP (paa2-1 GmPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-
YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea3).

Por otra parte, el analisis de la fluorescencia de la clorofila se realiz6 en plantas
silvestres Col-3, mutantes paa2-1, dos lineas transgénicas independientes homocigotas de
paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP, dos lineas transgénicas independientes homocigotas de
paa2-1 expresando GmPAA2-1, una linea transgénica homocigota de paa2-1 expresando
GmPAA2-2-YFP y tres lineas transgénicas independientes homocigotas de paa2-1
expresando GmPAAZ2-2. Estas plantas se cultivaron directamente en tierra y se regaron con

agua corriente.

En las plantas crecidas en placas con medio Hoagland | sin la adicién de Cu o con 0,5

MM CuSO. (Figura 16), no se observaron diferencias visibles en el fenotipo de los mutantes
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paa2-1. En cambio, los mutantes spl7-2 mostraron un crecimiento reducido frente a las plantas
silvestres Col-0 en medio Hoagland | sin Cu afiadido, observaciones concordantes con
estudios previos, donde se advertia la sensibilidad de los mutantes spl7-2 a la deficiencia de
Cu (Bernal y col., 2012)

1) Andlisis del peso fresco. Las plantas crecidas tanto en placas de cristal con medio

Hoagland | sin Cu afiadido y con 0,5 pM CuSO. como de plastico con medio ¥2 MS con 0,1%
(p/v) sacarosa (Figuras 16,17) se cosecharon y se determiné el peso fresco (Figura 18). En
las plantas crecidas en placas de cristal no se observaron diferencias significativas en la
biomasa de las plantas silvestres Col-3 y mutantes paa2-1 en medio Hoagland | sin Cu
afiadido, sin embargo, en medio Hoagland | con 0,5 uM CuSO, afiadido, las plantas Col-3
mostraron un peso fresco mayor que los mutantes paa2-1. En el caso de las plantas crecidas
en medio ¥2 MS con 0,1% (p/v) sacarosa, los mutantes paa2-1 mostraron un crecimiento
reducido en comparacion con las plantas silvestres Col-3. Varias de las lineas paa2-1
expresando GmPAA2-1-YFP o GmPAA2-2-YFP, mostraron un peso fresco significativamente
mayor que las plantas mutantes paa2-1, aunque menor que las Col-3; y las plantas paa2-1
expresando GmPAAZ2-1, presentaron un peso similar a las plantas silvestres. Estos datos
podrian indicar que las proteinas GmPAA2-1-YFP y GmPAA2-2-YFP podrian suponer una
mejora en el crecimiento de los mutantes paa2-1 y que, especialmente la proteina de soja

GmPAAZ2-1, podria complementar al mutante paa2-1 .

Las plantas crecidas en placas de cristal con medio Hoagland | sin Cu afiadido y con
0,5 uM CuSO. (Col-3, paa2-1, paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP, paa2-1 expresando
GmPAA2-1 y paa2-1 expresando GmPAA2-2) se utilizaron para ver la expresion de los
transgenes por PCR semicuantitativa. Para ello se extrajo ARN, se sintetizé el ADNc y se
amplific6 por PCR un fragmento de los transgenes con cebadores que amplificaban tanto
GmPAA2-1 como GmPAA2-2 (Figura 19). Se vio que tanto en el medio Hoagland | sin Cu
afiadido como en el medio Hoagland | con 0,5 uM CuSQy, los transgenes se expresaban en
todas las lineas y las que mostraron una expresion mayor fueron las lineas paa2-1 expresando

GmPAA2-2-YFP, especialmente la linea 1.
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Figura 18. Peso fresco de las plantas Col-3, plantas paa2-1, tres lineas transgénicas
independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (paa2-1 GmPAA2-1-
YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea3), una linea
transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1 GmPAA2-1 lineal) y tres
lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP (paa2-1
GmPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea3),
crecidas en placas de cristal con medio Hoagland | sin Cu afiadido (Hoag sin Cu) o con 0,5
MM CuSO. (Hoag 0,5 uM Cu) y placas de plastico con medio ¥2 MS con 0,1% (p/v) sacarosa
(*2 MS 0,1% sacarosa). Se muestran las medias de tres réplicas biolégicas +* la desviacion
estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas entre los diferentes genotipos
(p<0,05).
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Figura 19. Andlisis por PCR semicuantitativa de la expresion de los transgenes GmPAA2-1-
YFP, GmPAA2-1 y GmPAA2-2-YFP en las plantas Col-3, plantas paa2-1, tres lineas
transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (paa2-1
GmPAA2-1-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea3),
una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1 GmPAA2-1_lineal)
y tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP
(paa2-1 GmPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-2-
YFP_linea3), cultivadas en placas de cristal con medio Hoagland | sin Cu afiadido (Hoag sin
Cu) o con 0,5 uM CuS0O, afadido (Hoag 0,5 uM Cu). El gen AtEF1a se utiliz6 como control.

2) Analisis del contenido de PC. A continuacion se llevd a cabo el estudio de la cantidad

de PC en forma de apo- y holoenzima en plantas crecidas en medio Hoagland | sin Cu afiadido
0 con 0,5 UM CuSO, utilizando anticuerpos anti-PC. Se ha visto que en las plantas mutantes
paa2, la PC se acumula en forma de apoproteina y la holoproteina es dificilmente detectable,
mientras que en las plantas silvestres de A. thaliana hay una mayor cantidad de holo-PC en
condiciones control (Abdel-Ghany y col., 2005b). Para realizar este ensayo, se extrajeron las
proteinas vegetales, se separaron por PAGE en condiciones no desnaturalizantes y se realizé

un inmunoensayo con anticuerpos anti-PC (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis del contenido de PC en las plantas Col-3, plantas paa2-1, tres lineas
transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (paa2-1
GmPAA2-1-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea3),
una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1 GmPAA2-1_lineal)
y tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP
(paa2-1 GmPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-2-
YFP_linea3) por PAGE en condiciones no desnaturalizantes. (a) Western blot con anticuerpos
anti-PC; (b) tincién rojo Ponceau. Las plantas se cultivaron en placas de cristal con medio
Hoagland | sin Cu afiadido (Hoag sin Cu) o con 0,5 uM CuSO4 (Hoag 0,5 uM Cu).

En los cultivos en medio Hoagland | sin Cu afadido, la PC se encuentra
mayoritariamente en forma de apoproteina en todos los genotipos testados, debido
probablemente a la baja concentracion de Cu en el medio. A pesar de ello, en estas
condiciones también puede detectarse una pequefia fraccion de PC en forma de holoproteina
en las plantas Col-3, asi como en las paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (lineas 1y 2) y

paa2-1 expresando GmPAA2-1. En los cultivos en medio Hoagland | con 0,5 uM CuSOa4
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(Figura 20), los resultados indicaron que las plantas silvestres Col-3 tienen un mayor contenido
en holo-PC que los mutantes paa2-1, que tienen mas apo-PC. En el caso de las plantas paa2-
1 expresando GmPAA2-1, se vio un contenido en holo-PC semejante al silvestre, lo que
sugiere que la proteina GmPAA2-1 podria complementar al mutante paa2-1. Las plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP mostraron un contenido mayor de holo-PC que los
mutantes paa2-1, aunque menor que las plantas silvestres Col-3, observandose diferencias
entre las lineas independientes, debido probablemente a un diferente comportamiento, como
se ha visto en numerosos estudios (Zhang y col., 2010; Tanaka y col., 2011; Mu y col., 2013;
Wang y col., 2014; Xu y col., 2014; Liu y col.,, 2015b). Las plantas paa2-1 expresando
GmPAA2-2-YFP mostraron un contenido de apo-PC similar a paa2-1, teniendo un fenotipo
muy similar a las plantas mutantes paa2-1 (Figura 20). En conjunto, el andlisis del contenido
de PC en forma de holoproteina o apoproteina indica que la proteina GmPAA2-1 es capaz de
complementar el mutante paa2-1. A su vez, la proteina de fusion GmPAA2-1-YFP parece
complementar parcialmente al mutante paa2-1 con menor eficiencia que la proteina sin YFP,
debido, probablemente, a un posible efecto negativo de la fusién con la YFP. En cambio, la

proteina GmPAA2-2-YFP parece no complementar al mutante paa2-1.

3) Analisis de la actividad SOD. En estudios previos se ha visto que en las plantas

paa2-1, la actividad de FeSOD se reduce ligeramente, mientras que la actividad CSD1 y CSD2
aumenta respecto de las plantas silvestres (Abdel-Ghany y col., 2005b). Para analizar la
actividad SOD, se realiz6 un ensayo en extractos crudos de las plantas Col-3, paa2-1, paa2-
1 expresando GmPAA2-1-YFP, GmPAA2-1 o GmPAA2-2-YFP, crecidas en placas con medio
Hoagland | sin Cu afiadido y en medio Hoagland | con 0,5 uM CuSOa (Figura 21). El ensayo
de actividad SOD revel6 una diferencia muy ligera entre las plantas Col-3 y paa2-1 crecidas
en medio Hoagland | con 0,5 uM CuSO, (Figura 21). Las plantas paa2-1 expresando
GmPAAZ2-1 parecen tener una actividad SOD similar a las plantas silvestres, aunque como ya
hemos comentado, el fenotipo es muy sutil en las condiciones testadas. En las plantas
crecidas en medio Hoagland | sin adiciéon de Cu, no se aprecia el fenotipo de los mutantes
(Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de actividad SOD en extractos crudos de las plantas Col-3, plantas paa2-
1, tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP
(paa2-1 GmPAA2-1-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-
YFP_linea3), una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1
GmPAA2-1_lineal) y tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando
GmMPAA2-2-YFP (paa2-1 GmPAA2-2-YFP_lineal, paa2-1 GmPAA2-2-YFP_linea2 y paa2-1
GmPAA2-2-YFP_linea3). Las plantas se cultivaron en placas de cristal con medio Hoagland |
sin Cu afiadido (Hoag sin Cu) o con medio Hoagland | con 0,5 uM Cu (Hoag 0,5 uM Cu).

4) Andlisis de la fluorescencia de la clorofila. Se realizé un estudio de la fotosintesis a

través de la fluorescencia de la clorofila en plantas crecidas directamente en tierra y regadas
con agua corriente. Los mutantes paa2-1 se identificaron gracias a que tienen un fenotipo de
alta fluorescencia de la clorofila (Abdel-Ghany y col., 2005b) (Figura 22). Para este estudio se
utilizaron plantas silvestres Col-3, mutantes paa2-1, paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (2
lineas transgénicas homocigotas independientes), paa2-1 expresando GmPAA2-1 (2 lineas
transgénicas homocigotas independientes), paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP (1 linea
transgénica homocigota) y paa2-1 expresando GmPAA2-2 (3 lineas transgénicas
homocigotas independientes). En las plantas mutantes paa2-1, la eficiencia fotoquimica del
PSII (®rsi) es menor que en las plantas silvestres Col-3. A su vez, en las plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1 (lineas 1y 2) y GmPAA2-1-YFP (linea 2), el ®psi €s comparable a
las plantas silvestres Col-3. Por otra parte, las plantas paa2-1 expresando tanto GmPAA2-2-
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YFP como GmPAA2-2, tienen un ®pg; similar a las plantas paa2-1 (Figura 22), de acuerdo

con el contenido de holo-PC (Figura 20).

El andlisis de la proporcion de centros de reaccion de PSII cerrados (1-gP) mostr6 un
mayor valor en las plantas paa2-1 en comparacion con las plantas silvestres. Las plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP (linea 2) y paa2-1 expresando GmPAA2-1 (lineas 1y 2)
tienen un valor de 1-gP menor, similar a las plantas silvestres. Por otra parte, las plantas paa2-
1 expresando GmPAA2-2-YFP o GmPAA2-2, mostraron un valor de 1-gP elevado, similar a
las plantas paa2-1 (Figura 22), de acuerdo con la menor cantidad de holo-PC (Figura 20).
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Figura 22. Pardmetros de fluorescencia (a) ®esi y (b) 1-gP en las plantas Col-3, plantas paa2-
1, dos lineas transgénicas independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP
(paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea2 y paa2-1 GmPAA2-1-YFP_linea3), dos lineas transgénicas
independientes de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 (paa2-1 GmPAA2-1 lineal y paa2-
1 GmPAA2-1_linea2), una linea transgénica de plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP
(paa2-1 GmPAA2-2-YFP_lineal) y tres lineas transgénicas independientes de plantas paa2-
1 expresando GmPAA2-2 (paa2-1 GmPAA2-2 lineal, paa2-1 GmPAA2-2 linea2 y paa2-1
GmPAA2-2_linea3) crecidas en tierra y regadas con agua corriente.

En conjunto, los resultados indican que la proteina GmPAA2-1, con elevada identidad
con AtPAA2, es capaz de realizar la funcion de AtPAA2 al complementar el mutante paa2-1y
restablecer su fenotipo. A su vez, la fusion de la proteina GmPAA2-1 a la YFP (GmPAA2-1-
YFP) parece complementar solo parcialmente al mutante paa2-1, en especial la linea 2, lo que
podria ser debido a una interferencia de la proteina YFP en el correcto funcionamiento del
transportador GmPAA2-1. En cambio, la proteina GmPAA2-2 parece no complementar al

mutante paa2-1. Esta proteina podria tener, por tanto, una funcion diferente a la de AtPAA2.
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1.2. LOCALIZACION DE GmPAA2-1 y GmPAA2-2

1.2.1. Expresion transitoria de GmPAA2-1 y GmPAA2-2 en protoplastos de A.

thaliana

La localizacion de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 se estudié mediante la
expresion transitoria en protoplastos de A. thaliana transformados con las construcciones en
el vector pEarleyGate101 (ver apartados 1.3.4 y 2.6.3 de Materiales y Métodos) con GmPAA2-
1y GmPAA2-2 bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV, y fusionadas a la proteina
YFP en la regién C-terminal (Figura 23). Se eligié este modelo con la proteina en el extremo
C-terminal, ya que las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 tienen un péptido sefial de transito
al cloroplasto en la region N-terminal que podria ser procesado.

Fluorescencia Fluorescencia Fluorescencia Campo claro
amarilla roja roja y amarilla

w‘o’f‘?

Vector vacio ®

GmPAA2-1

GmPAA2-2

‘3'\ &

Figura 23. Localizacion subcelular de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2. Los
protoplastos de A. thaliana fueron transformados con las construcciones de los genes
GmPAA2-1 y GmPAA2-2 bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV. Se utiliz6 el
vector vacio como control. Tras 16 h de expresion, los protoplastos fueron observados
utilizando un microscopio de barrido laser confocal. Las barras de escala corresponden con
10 pm.

Los protoplastos transformados se analizaron por microscopia laser confocal, como

control se utilizaron protoplastos transformados con el vector vacio. Los resultados indicaron
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gue ambas proteinas GmPAA2-1-YFP y GmPAA2-2-YFP se localizan en los cloroplastos
(Figura 23).

1.2.2. Expresion estable de GmPAA2-1y GmPAA2-2 en plantas transgénicas de
A. thaliana

La localizacion de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 se estudio, a su vez,
mediante la generacién de plantas transgénicas homocigotas paa2-1 que expresaban las
proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 fusionadas a la proteina YFP en la region C-terminal bajo
el control del promotor constitutivo 35S CaMV (Figura 24).

Fluorescencia Fluorescencia roja Fluorescencia roja
amarilla y amarilla
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Figura 24. Localizacién subcelular de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2. Las plantas
transgénicas homocigotas con las construcciones de los genes GmPAA2-1 y GmPAA2-2 bajo
el control del promotor constitutivo 35S CaMV y con el vector vacio como control, se
observaron utilizando un microscopio de barrido laser confocal. Las barras de escala
corresponden con 25 pm.
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Estas lineas de plantas transgénicas fueron las mismas que se utilizaron para la
complementacion de los mutantes paa2-1 (apartado 1.1.5.2). Como control se utilizaron
plantas transgénicas homocigotas con los vectores vacios. El analisis de las plantas por
microscopia laser confocal mostré6 que la sefial de la proteina GmPAA2-1-YFP parece
corresponder con una localizacién cloroplastica. A su vez, la proteina GmPAA2-2-YFP parece
tener también localizacion cloropléstica, mostrando una fuerte sefial en los cloroplastos de las

células oclusivas (Figura 24).
1.3.  ANALISIS Y REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PAA2
1.3.1. Analisis de la actividad del promotor de AtPAA2

La secuencia del promotor del gen AtPAA2 se amplifico y clond en el vector pMDC163
(Curtis y Grossniklaus, 2003) mediante la tecnologia Gateway. Este vector facilita la deteccion
de la actividad del promotor mediante la tincién histoquimica GUS (apartados 2.6.3 y 4.4 de
Materiales y Métodos). Para el andlisis del patron de expresion del promotor AtPAA2 se
generaron lineas transgénicas homocigotas estables en ecotipo Col-0. En cambio, numerosos
intentos para clonar los promotores de los genes GmPAA2-1 y GmPAA2-2 fueron

infructuosos.

La secuencia promotora del gen AtPAA2, incluyendo 465 nucleétidos por
delante del inicio de la traduccion y 90 nucleétidos aguas abajo, se analizé con la herramienta
PlantPAN (Chang y col., 2008) (Figura 25). El andlisis de las secuencias mostré una gran
cantidad de elementos reguladores, especialmente en las regiones localizadas entre -280 y -
263y entre -100y -122: 1) elementos de respuesta a la luz como el motivo conservado GATA,
de unién al factor de transcripcion ASF-2 (Activating Sequence Factor-2) presente en genes
de respuesta a la luz (Lam y Chua, 1989); secuencias G-box de unién a GBF (G-box Binding
Factor) presente en el promotor del gen RBCS (Ribulose 1,5-Bisphosphate
Carboxylase/Oxigenase) regulado por luz (Giuliano y col., 1988); de unién a HY5 (Elongated
Hypocotyl 5) y al factor de transcripcion PIF3 (Phytochrome Interacting Factor 3) (Martinez-
Garcia y col., 2000); elementos GT-1 presentes en genes regulados por luz (Terzaghi y
Cashmore, 1995); elementos SORLIP (Sequences Over-Represented in Light-Induced
Promoters) (Hudson y Quail, 2003); elementos T-box que pueden ser moduladores en genes
activados por luz como GAPB (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase B) (Chany col.,
2001); 2) elementos de respuesta a ABA (&cido abscisico) (Guiltinan y col., 1990; lwasaki y
col., 1995; Kim y col., 1997; Choi y col., 2000; Hattori y col., 2002; Abe y col., 2003; Kaplan y

col., 2006); 3) secuencias de union al regulador de la respuesta ARR1 (Arabidopsis Response
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Regulator 1) (Sakai y col., 2000), implicado en la regulacién por citoquininas (Kurepa y col.,
2014); 4) elementos de respuesta a auxinas (AuxRE), de unién a los factores de transcripcion
sensibles a auxinas (ARFs) (Ulmasov y col., 1999); 5) secuencias presentes en los genes
regulados por GA (giberelinas) (Ogawa y col., 2003); 6) secuencias MADS-box (MCM1, AG,
ARG80, DEF A, SRF box), de union del factor de transcripcion AG (Agamous), implicado en
el control del desarrollo floral (Huang y col., 1993) y de unién al factor de transcripcion AGL3
(Agamous-Like 3) (Huang y col., 1995); 7) elementos de respuesta a la deficiencia de azufre
(SURE) (Maruyama-Nakashita y col., 2005); 8) elementos de union al factor de transcripcion
RAV1 (Related to ABI3/VP1l) (Kagaya y col.,, 1999), implicado probablemente en la
maduracién y senescencia de las hojas (Woo y col., 2010); 9) una secuencia G-box, que
podria ser necesaria para mantener un elevado nivel de actividad del promotor
(Chandrasekharan y col., 2003); 10) una secuencia de unién del factor de transcripcién CDC5
(Cell Division Cycle 5), probablemente implicado en la regulacién del ciclo celular (Hirayama
y Shinozaki, 1996); y 11) un elemento W-box, que podria ser la diana de las proteinas de
unién a ADN WRKY (Trp, Arg, Lys, Tyr) y que son, a su vez, inducidas por acido salicilico en

la infeccion por patégenos (Yuy col., 2001).

La actividad del promotor del gen AtPAA2 se analizé6 mediante la tincién histoquimica
GUS en cuatro lineas transgénicas homocigotas independientes de plantas generadas en
ecotipo Col-0. Las plantas fueron crecidas en placas de plastico en diferentes condiciones
nutricionales de Cu (%2 MS con 1% (p/v) sacarosa o0 ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM
CuSO, afadido) y diferentes condiciones de iluminaciéon (Y2 MS con 1% (p/v) sacarosa
cultivadas con baja luz o elevada luz) (apartado 1.3.2 de Materiales y Métodos) (Figura 26).

Las plantas mostraron una elevada actividad del promotor de AtPAA2 (Figura 26)
especialmente en el limbo de las hojas. También se observd la actividad en los haces
vasculares y peciolo, mientras que la actividad era reducida en las hojas mas jévenes y las
raices. Las plantas crecidas en medio con Cu afiadido podrian tener una leve disminuciéon de
la actividad del promotor de AtPAA2 respecto de las plantas crecidas en medio sin Cu afadido
(Figura 26). Esta diferencia de actividad parece ser muy sutil, y el promotor parece ser activo

en los mismos drganos de la planta.
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Figura 25. Analisis del promotor del gen AtPAA2. La secuencia promotora fue analizada con
la herramienta PlantPAN (Chang y col., 2008). Se muestra en negro y azul la zona del
promotor anterior y posterior al inicio de la traduccion, respectivamente. GATA, caja guanina
adenina timina adenina; GT-1, elemento guanina timina 1; ARR1, Arabidopsis response
regulator 1; RAV1, related to ABI3/VP1; AG, agamous; PIF3, phytocrome interacting factor 3;
GBF, G-box binding factor; SORLIP, sequences over-represented in light-induced promoters;
ABA, acido abscisico; GBOX, caja G; GA, giberelinas; CDCS5, cell division cycle 5; TBOX, caja
T; ARF, auxin response factor; SURE, sulfur responsive element; WBOX, caja WRKY; AGL3,

TTGCGTAAATGCCGAAGAGAGCGATACGAAAAAGTTCGGTATCGGTCCTGAAGGATTGGATT
GATA GT-1 GATA ARR1

TCAAGCTTTTCATAGCTGGTTCATTCGCACTCGCCTCCATTGTTGCAAAGCTCTAGATGTGT
RAV1 RAV1

TGTAGAAGAAGARAGCTTGAGAAGATAAAGTTACCTCCAAACAAAAAACAATATTTCAGGAA
GATA AG
GT-1

GATGACACGTGGCATCGCTGTGTCCCGGGGGCTGTAATCCTCTAGCTGAGTTAGAAGGTCTT
PIF3 ARR1 CDC5
GBF
SORLIP
ABA
GBOX
GA

ACCTATTAAAACTTTGCGTTTTATGTCTCTCTCTGATTTTTCTGGTGACAGCCTGGCTTTTT
TBOX ARF GT-1
SURE ARR1

AAAAATTCCACAAAAATGGCTAATGTTCGGATATATTCCAAATCCGACGTGTCAACGTTTAG
AG
GATA PIF3
ABA
ARR1 GA
WBOX

CGATACTCTTTTTAACGAACCATACACCAGTCCACCACTAGTTTCTTACTTGTATACATCGC
GATA AGL3
ABA

GTGACTATCGTCGTCTGTCTCGCCGGAGAAAATGGCGAGCAATCTTCTCCGATTTCCTCTTC
GATA ARF GT-1 GT-1
SURE ARR1 ARR1

CTCCGCCATCGAGTCTTCATATTCGTCCAAGTAAGTTCCTCGTGAACCGATGCTTTCCA

agamous-like 3.
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Figura 26. Patron de actividad espacial del promotor del gen AtPAA2. Deteccidn histoquimica
de la actividad GUS (azul) en (a) plantas silvestres Col-0 y 4 lineas homocigotas
independientes con pAtPAA2::GUS (pAtPAA2_lineal, pAtPAA2_linea2, pAtPAA2 linea3 y
pAtPAA2_linea4) cultivadas en dos condiciones diferentes de Cu: %2 MS con 1% (p/v)
sacarosa sin Cu afadido (Y2 MS) o %2 MS con 1% (p/v) sacarosa y 10 uM CuSO, afiadido (Y2
MS 10 uM Cu), y en dos condiciones luminicas diferentes: intensidad luminica 320 HE m2 s
(elevada luz) o 60 UE m? s (baja luz). (b) Detalle de las plantas Col-0 y la linea transgénica
namero 1 pAtPAA2::GUS (pAtPAA2_lineal).
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El promotor de AtPAA2 contiene varias secuencias de regulacion por luz, por lo que
se llevo a cabo un estudio de su actividad en condiciones de baja y elevada luz (Figura 26).
Las plantas crecidas en elevada luz mostraron un crecimiento reducido debido probablemente
a un efecto fotoinhibitorio (Taiz, 2010). Tanto en condiciones de baja como elevada luz, el
promotor parece tener una mayor actividad en el limbo de las hojas, como se ha descrito
anteriormente. En cambio, parece que la luz no tiene un claro efecto regulatorio en la actividad

del promotor en las condiciones testadas.
1.3.2. Estudio de la regiéon 5’ del gen GmPAA2-2

El inicio de la transcripcion del gen GmPAA2-2 se estudié mediante 5° RACE. Para
ello, las plantas de G. max fueron germinadas en vermiculita en oscuridad durante 3 dias y
crecidas durante 4 dias adicionales también en vermiculita en luz (una semana en total). A
continuacion, las plantulas se transfirieron a cultivo hidropénico y se mantuvieron durante una
semana en solucién Hoagland Il con 0,5 puM CuSO, y una semana adicional en solucion
hidroponica Hoagland Il con diferentes concentraciones de Cu: sin Cu afiadido al medio, con
0,5 uM CuSO. y con 10 uM CuSO, (apartado 1.3.7 de Materiales y Métodos).

Las plantas se cosecharon, se congelaron con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -
80 °C hasta su utilizacion. A continuacién, se extrajo el ARN, se purificd y se traté con ADNasa
I. La pureza e integridad del ARN es extremadamente importante para el desarrollo de esta
técnica. Por este motivo, se evalué la concentracion de ARN en un microespectrofotbmetro a
260 nm y la contaminacion por proteinas y polisacaridos mediante el cociente de este valor y
la absorbancia a 280 nm y 230 nm, respectivamente. Los valores obtenidos para los ARNs
fueron de aproximadamente 2 pg ml?t y los cocientes alrededor de 2, indicando una pureza
aceptable para esta técnica. Para evaluar la integridad de los ARNSs, éstos se analizaron por

electroforesis en gel de agarosa (Figura 27), donde no se apreciaron signos de degradacion.
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Hoag sin Cu
Hoag 0,5 uM Cu
Hoag 10 uM Cu

+
I
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa del ARN de plantas de G. max crecidas en
solucion Hoagland Il sin Cu afiadido (Hoag sin Cu), con 0,5 pyM CuSO,4 (Hoag 0,5 uM Cu) y
con 10 uM CuSO4 (Hoag 10 uM Cu); tratado con ADNasa | y utilizado posteriormente para el
analisis por 5’ RACE.

Una vez comprobada la pureza e integridad del ARN, éste fue desfosforilado,
desprovisto de la caperuza 5 y ligado a una adaptador de ARN. Se sintetiz6 el ADN
complementario (ADNCc), y los inicios 5’ de los genes fueron amplificados por PCR utilizando
el cebador directo GeneRacer_5' y cebadores reversos especificos para los genes de interés.
Para la amplificacion del gen GmPAA2-2 se utilizaron tres cebadores reversos especificos:
GmPAA2-2_3'(1)RACE, GmPAA2-2_3’(2)RACE y GmPAA2-2_3’(3)RACE (Tabla 8 en
Material y Métodos) (Figura 28).
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR de la zona 5’ del gen
GmPAAZ2-2. El molde utilizado fue ADNc de plantas crecidas en solucién Hoagland Il sin Cu
afnadido (Hoag sin Cu), con 0,5 puM CuSO4 (Hoag 0,5 uM Cu) y con 10 pM CuSO4 (Hoag 10
UM Cu). Los cebadores reversos utilizados en cada caso fueron: (a) GmPAA2-2_3'(1)RACE,
(b) GmPAA2-2_3’(2)RACE y (c) GmPAA2-2_3'(3)RACE.

A continuacién, se utilizaron las reacciones de PCR anteriores como molde para una
segunda ronda de amplificacién. Para ello, se utiliz6 el cebador GeneRacer_5'Anidado y

cebadores especificos anidados. Para la amplificacion de GmPAA2-2 se utilizé el cebador
GmPAA2-2_3'Anidado (Tabla 8 en Material y Métodos) (Figura 29).

Las bandas resultantes se analizaron para conocer la secuencia del inicio de la
transcripcion del gen GmPAA2-2. Para ello, las dos bandas de la calle 1, las bandas de las
calles 4, 7, 8 y las dos bandas de la calle 9 (Figura 29) se clonaron en el vector pCR4 TOPO.
Se aislaron al menos 10 colonias de cada clonacién y se secuenciaron. Las secuencias
correspondieron con el gen GmPAA2-2 excepto en los casos siguientes: 1) la banda 4
correspondié con el gen Glymal5g04891 (de funcién desconocida), 2) dos de las 10
secuencias de la banda superior de la calle 9 correspondieron con los genes Glyma08g07710
(GmPAA1) y Glymal2g32060 (posiblemente implicada en el ciclo celular) y 3) la banda inferior

de la calle 9 correspondié con Glymal16g03230 (de funcién desconocida).
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR de las regiones 5’ del
gen GmPAA2-2 con cebadores anidados, usando como molde los productos de PCR de la
Figura 28, provenientes de plantas cultivadas en solucién Hoagland Il sin Cu afiadido (Hoag
sin Cu), con 0,5 uM CuSO4 (Hoag 0,5 uM Cu) y con 10 pM CuSO4 (Hoag 10 pM Cu). Se
utilizaron como molde los productos de PCR amplificados con los siguientes cebadores
reversos: (a) GmPAA2-2 3(1)RACE, (b) GmPAA2-2 3(2)RACE y (c) GmPAA2-
2_3'(3)RACE.

Se obtuvieron en total 30 secuencias positivas en las plantas crecidas en solucion
Hoagland Il sin Cu afiadido, 7 secuencias en las plantas crecidas en solucién con 0,5 uM
CuSO0.y 10 secuencias en las plantas crecidas en solucién con 10 uM CuSQ,. Las secuencias
mostraron la existencia de diferentes puntos de inicio de la transcripcion. En el caso de las
secuencias analizadas de las plantas crecidas sin Cu afiadido, se encontré una secuencia que
se iniciaba en la posicién -175 (tomando como 1 el nucleétido del inicio de la traduccién), 5
secuencias en -174, 10 secuencias en -56 y 14 secuencias en -20. Las plantas crecidas en
solucion con 0,5 uM CuSO. mostraron 2 secuencias que se iniciaban en -49 y 5 secuencias
en -25. Las plantas crecidas en solucion con 10 uM CuSO, afiadido presentaban 4 secuencias
iniciadas en -25, 2 secuencias en -24 y 4 secuencias en -10 (Figura 30). Todas las secuencias
de GmPAA2-2 encontradas en todos los tratamientos testados retenian el primer intron
hipotético, por lo que contenian un codén de STOP prematuro que produciria el truncamiento

de la hipotética proteina.
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Figura 30. Representacion esquematica del gen GmPAA2-2. Los recuadros nhegros
corresponden con los exones, los recuadros blancos corresponden con las regiones 5 'UTR y
las lineas con los intrones. En el cuadro interior se observa una magnificacién de la regién 5’
del gen amplificada por 5° RACE de las plantas de G. max crecidas en solucion Hoagland Il
sin Cu afadido (sin Cu), con 0,5 pM CuSOQO4 (0,5 pM Cu) y con 10 uM CuSOs4 (10 pM Cu). Los
nameros en negro corresponden con la distancia en nucleétidos hasta el codén de inicio de la
traduccién ATG, los nimeros entre paréntesis en verde corresponden con el nimero de
eventos correspondientes a cada inicio de la transcripcion. Los codones STOP estan
marcados. Las barras de escala corresponden con 500 pb y 50 pb en el cuadro interior.

Como controles para esta técnica, se utilizaron los genes GmPAA2-1 y GmPAAL, que
se amplificaron en una primera ronda de PCR con el cebador GeneRacer_5’ y los cebadores
especificos GmPAA2-1 3'RACE y GmPAAl 3'RACE, respectivamente (Tabla 8 en
Materiales y Métodos) (Figura 31). En este caso se utilizaron las plantas cultivadas en solucion

Hoagland Il sin Cu afiadido y con 10 uM CuSOa.

Seguidamente, se utilizaron las reacciones de PCR como molde para una segunda
amplificacion. En este caso, se utilizd el cebador GeneRacer 5'Anidado, y cebadores
especificos  anidados GmPAA2-1_3’Anidado  para amplificar GmPAA2-1 vy
GmPAA1_3’Anidado para amplificar GmPAAL (Tabla 8 en Material y Métodos) (Figura 32).
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién por PCR de los fragmentos de
la zona 5’ de los genes (a) GmMPAA2-1y (b) GmPAAL. El molde utilizado fue ADNc de plantas
crecidas en solucion Hoagland Il sin Cu afiadido (Hoag sin Cu) y con 10 uM CuSO, (Hoag 10

UM Cu).
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién por PCR de las regiones 5’ de
los genes (a) GmPAA2-1 y (b) GmPAA1 con cebadores anidados usando como molde los
productos de PCR de la Figura 31, provenientes de plantas crecidas en solucion Hoagland I
sin Cu afadido (Hoag sin Cu) y con 10 uM CuSO4 (Hoag 10 uM Cu).
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Las bandas de las regiones 5’ de los genes GmPAA2-1 y GmPAAL de plantas crecidas
en solucion Hoagland Il sin Cu afiadido y con 10 uM CuSO, (Figura 32) se clonaron en el
vector pCR4 TOPO y se secuenciaron. En el caso del gen GmPAA2-1, el inicio de la
transcripcién se encontré a -51 nt previos al codén de inicio de la traduccion ATG en las
plantas crecidas en medio sin Cu afiadido, y a -22 nt en las plantas crecidas con 10 uM CuSOa..
El gen GmPAA1 mostré dos inicios de la transcripcion proximos, uno de ellos a -57 nt desde
el codon de inicio en las plantas crecidas en medio sin Cu afiadido y otro a -60 nt en las plantas
crecidas con 10 uM CuSO, (Figura 33).

@ | ———

GmPAA2-1

ﬁ
z

Bgees 1 a——

GmPAA1

Figura 33. Representacion esquematica de los genes (a) GmPAA2-1 y (b) GmPAAL. Los
recuadros negros corresponden con los exones, los recuadros blancos corresponden con las
regiones 5 UTR y las lineas con los intrones. En los cuadros interiores se observa una
magnificacion de la regién 5’ de los genes amplificada por 5° RACE de las plantas de G. max
crecidas en solucién Hoagland Il sin Cu afiadido (sin Cu) y con 10 uM CuSO. (10 uM Cu). Los
nameros en negro corresponden con la distancia en nucledtidos hasta el codén de inicio de la
traduccién ATG. Las barras de escala corresponden con 500 pb y 50 pb en los cuadros
interiores.
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1.3.3. Regulacién transcripcional de GmPAA2-1y GmPAA2-2

Las plantas de G. max se germinaron durante una semana en vermiculita y se
transfirieron a cultivo hidropénico durante dos semanas con solucién Hoagland | con
diferentes concentraciones de Cu: sin Cu afiadido al medio, con 0,5 pM CuSO4 y con 10 pM
CuSO. (ver apartado 1.3.7 de Materiales y Métodos). Las plantas cultivadas con diferentes
concentraciones de Cu mostraron rasgos fenotipicos (Figura 34). Las plantas crecidas en
solucion Hoagland | sin Cu afiadido tenian los tallos mas largos y delgados que las plantas
crecidas en solucién con 0,5 uM CuSOu; y las plantas cultivadas en solucién Hoagland | con
10 uM CuSO:q tenian la parte aérea y, particularmente, la radicular reducidas con respecto a
las plantas crecidas con 0,5 pM CuSOQOea.

Hoag Hoag Hoag
sinCu 0,5uyMCu 10 uM Cu

Figura 34. Plantas de G. max cultivadas en solucién Hoagland | sin Cu afiadido (Hoag sin
Cu), con 0,5 pM CuSO4 (Hoag 0,5 pM Cu) y con 10 pM CuSO4 (Hoag 10 pM Cu). H1-H4,
hojas numeradas en funcion de su momento de aparicion, desde la mas madura a la méas
joven.

Se midi6 el peso fresco de los diferentes tejidos de las plantas (hojas, tallo, raiz) (Figura

35), que reflejé un peso similar entre las plantas crecidas en medio Hoagland | sin Cu afiadido
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y con 0,5 uM CuSO4. En cambio, las plantas crecidas con 10 uM CuSO4 mostraron una

reduccion muy significativa del peso en todos los tejidos estudiados.

% 4] :
y— a
1]
o 3
o aa ®m Hoag sin Cu
% 2 | O Hoag 0,5 uM Cu
- b O Hoag 10 uM Cu
2 1 b
O]
¢ i
0 ]

Hoja Tallo Raiz

Figura 35. Peso fresco de las hojas, tallos y raices de las plantas de G. max cultivadas en
solucion Hoagland | sin Cu afiadido (Hoag sin Cu), con 0,5 uM CuSO4 (Hoag 0,5 pM Cu) y
con 10 uM CuSO. (Hoag 10 uM Cu). Se muestran las medias de 10 replicados biol6gicos * la
desviacion estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas en el peso de los
tejidos en los diferentes tratamientos (p<0,05)

Se realiz6 un andlisis de las concentraciones de nutrientes en los diferentes tejidos de
las plantas, diferenciandose en hojas H1-H4 y raiz (Figura 36,37), utilizando la técnica de ICP-
AES. Las plantas crecidas en solucion Hoagland | con 10 uM CuSOa4 no presentaban la hoja
4 (H4), debido al retraso en el desarrollo, siendo la hoja 3 (H3) la mas joven.

Las plantas crecidas en solucion Hoagland | sin Cu afadido, mostraron una
disminucion significativa de la cantidad de Cu en las hojas respecto de las plantas en solucién
con 0,5 uM CuSOq; y las plantas cultivadas en solucion con 10 uM CuSOa4, mostraron un
aumento significativo del Cu en las hojas y raices respecto de las plantas en solucion con 0,5
MM CuSOs. Por otra parte, las hojas mas maduras mostraron una acumulacion
significativamente mayor en relacion con las hojas mas jévenes en todas las condiciones

testadas (Figura 36).

Las raices de las plantas crecidas en solucién Hoagland | con 10 pM CuSO,4 mostraron
una disminucién significativa de los elementos Mn, Zn, Mo, K, Mg, P y S. Por otra parte,
algunas de las hojas de estas plantas tenian un contenido significativamente menor de Fe, B,
Mn, Zn, Mo, K, Ca, Mg, Py S (Figura 36,37).
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Figura 36. Contenido de micronutrientes en las plantas de G. max crecidas en soluciéon
Hoagland | sin Cu afadido (sin Cu), con 0,5 uM CuSQO4 (0,5 uM Cu) y con 10 uM CuSO, (10
UM Cu). H1-H4, hojas en orden de aparicion temporal, desde las mas maduras a las mas
jovenes; R, raiz. Las letras diferentes indican diferencias significativas en la cantidad de
elementos entre los diferentes tejidos (H1-4, R) en cada tratamiento de Cu (p<0,05).
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Figura 37. Contenido de macronutrientes en las plantas de G. max crecidas en soluciéon
Hoagland | sin Cu afadido (sin Cu), con 0,5 uM CuSO4 (0,5 uM Cu) y con 10 uM CuSO, (10
UM Cu). H1-H4, hojas en orden de aparicion temporal, desde las mas maduras a las mas
jovenes; R, raiz. Las letras diferentes indican diferencias significativas en la cantidad de
elementos entre los diferentes tejidos (H1-4, R) en cada tratamiento de Cu (p<0,05).

A continuacién se realiz6 un ensayo de actividad SOD en las hojas de las plantas de
G. max (Figura 38). Los resultados indicaron una mayor actividad de FeSOD en las hojas de

las plantas crecidas en medio Hoagland | sin Cu afiadido, especialmente en las hojas mas
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jovenes, y una mayor actividad de Cu/ZnSOD en las plantas crecidas con 0,5 uM CuSOQO. vy,
especialmente, en las crecidas con 10 pM CuSO, (Figura 38).

Hoag Hoag Hoag
sin Cu 0,5uM Cu 10 uM Cu

H1 H2 H3H4 H1H2 H3 H4 H1 H2 H3

(@) mnsop _,
FeSOD —»

Cu/ZnSOD —>{ Sin inhibidores

(b) MnSOD —,
FeSOD —»

KCN

(C) mnsop —

H,0,

Figura 38. Ensayo de actividad SOD en las hojas de las plantas de G. max cultivadas en
solucion Hoagland | sin Cu afadido (Hoag sin Cu), con 0,5 uM CuSO4 (Hoag 0,5 pM Cu) y
con 10 pM CuSO4 (Hoag 10 pM Cu): (a) sin inhibidores, (b) con KCN, inhibidor de la
Cu/ZnSOD, y (c) con H20,, inhibidor de la FeSOD y Cu/ZnSOD. H1-H4, hojas numeradas

desde las mas maduras a las mas jovenes.

Paralelamente se realiz6 un andlisis por PCR cuantitativa a tiempo real de la expresion
de las SOD cloroplasticas GmFSD1 y GmCSD2 y se compararon con los datos de actividad
(Figura 38,39). Los resultados de expresion mostraron una buena correlacion con los datos
de actividad, viéndose una mayor expresion de GmCSD2 en las hojas de las plantas
cultivadas en medio Hoagland | con 0,5 uM CuSO. y 10 uM CuSOQO,, en comparacion con las
plantas crecidas sin Cu afiadido; y una mayor expresion de GmFSD1 en las hojas de las
plantas cultivadas sin Cu afiadido, especialmente en las hojas H2-H4 (Figura 39).
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Figura 39. Expresion de los genes regulados por Cu: GmCSD2, GmFSD1, GmCCS, GmCCH
y GmCOPT2 en las diferentes hojas (H1-H4, numeradas desde las mas maduras a las mas
jévenes) de G. max cultivadas en solucién Hoagland | sin Cu afiadido (sin Cu), con 0,5 uM
CuSO; (0,5 pM Cu) y con 10 pM CuSO4 (10 pM Cu). Se muestran las medias de tres
replicados biologicos + la desviacion estdndar. Las letras diferentes indican diferencias
significativas en la expresion de los genes entre las diferentes hojas H1-H4 en cada
tratamiento de Cu (p<0,05).

La expresion relativa de otros marcadores del estado nutricional de Cu, como son las
chaperonas de Cu, CCS y CCH, y el transportador de Cu, COPT2, también se cuantificd
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mediante esta técnica. Los resultados de expresion de GmCCS mostraron una induccién en
las plantas crecidas con 0,5 puM CuSO. y 10 uM CuSO., mientras que la expresion de GmCCH
se ve inducida en las plantas crecidas sin Cu afiadido. El transportador de Cu GmCOPT?2 se
ve inducido, a su vez, en las plantas cultivadas sin Cu afiadido (Figura 39).

Una vez estudiadas las condiciones nutricionales de Cu en las que se encontraban las
plantas, se realizd un estudio de la expresion de los genes GmPAA2-1 y GmPAA2-2 por PCR
cuantitativa a tiempo real en las diferentes hojas de las plantas (Figura 40). Parece existir una
tendencia de aumento en la expresion de GmPAA2-1 conforme al aporte de Cu en las plantas,
significativo en las hojas mas maduras (H1) de las plantas crecidas con 10 uM CuSO4 y en
las hojas jovenes e intermedias (H2-H4) de las plantas crecidas sin Cu afiadido. En el caso
de GmPAA2-2, la expresion se detectd en todos los tejidos analizados, aunque la expresion
parece ser mucho menor que en el caso de GmPAA2-1, y no parece haber una regulacién por
Cu.
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Figura 40. Expresion de los genes GmPAA2-1 y GmPAA2-2 en las diferentes hojas (H1-H4,
numeradas desde las mas maduras a las mas jovenes) de G. max cultivadas en soluciéon
Hoagland | sin Cu afadido (sin Cu), con 0,5 puM CuSQO4 (0,5 uM Cu) y con 10 uM CuSO. (10
UM Cu). Se muestran las medias de tres replicados bioldgicos * la desviacién estandar. Las
letras diferentes indican diferencias significativas en la expresién de los genes entre las
diferentes hojas H1-H4 en cada tratamiento de Cu (p<0,05).

1.3.4. Identificacion de proteinas GmPAA2 en fracciones subcelulares de G.
max

Se estudiaron las diferentes proteinas de soja GmPAA2 a través de su analisis por
SDS-PAGE y western blot. Para ello, se utilizaron anticuerpos desarrollados contra el péptido
sintético LQDRREAKDSP, que se encuentra en la region N-terminal de la proteina GmPAA2-

2. A su vez, este anticuerpo podria reconocer también tanto a la proteina GmPAA2-1 como
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GmPAAZ2-1T, ya que la secuencia de aminoacidos en esa region difiere tan solo en un residuo.
Se utilizaron plantas de soja crecidas durante una semana en vermiculita y dos semanas
adicionales en medio Hoagland | sin Cu y con 0,5 pM CuSO., y se llevd a cabo un
fraccionamiento subcelular de las hojas, en el que se aislaron cloroplastos, tilacoides y
estroma (apartados 1.3.7 y 3.5.2 de Materiales y Métodos). A continuacion, las proteinas se
analizaron por SDS-PAGE en 10% (p/v) y 20% (p/v) acrilamida (Figura 41). Los resultados
mostraron una banda superior en cloroplastos, tilacoides y, algo menor, en estroma que podria
corresponder con la proteina GmPAA2-1, dos bandas alrededor de 35 kDa que podrian
corresponder con GmPAA2-1T, y no se observd ninguna banda de peso molecular
concordante con el esperado para GmPAA2-2 (6,6 kDa sin péptido sefal). Un estudio mas
detallado sera necesario para determinar la identidad de las bandas detectadas
inmunolégicamente con los anticuerpos anti GmPAA2-2. Para ello seria conveniente el
andlisis de la secuencia N-terminal de aminoacidos de las bandas inmunorreactivas o su

identificacion por espectrometria de masas.
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Figura 41. Andlisis de fracciones subcelulares de G. max por (a) 10% (p/v) y (b) 20% (p/v)
acrilamida en SDS-PAGE y western blot con anticuerpos anti GmPAA2-2 (superior) o tincién

Ponceau (inferior). Cl, cloroplastos; Ti, tilacoides; Es, estroma.
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2. ESTUDIO DEL ESTADO OLIGOMERICO DE LA CHAPERONA GmCCS E
INTERACCION CON SU LIGANDO METALICO

2.1. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE GmCCS RECOMBINANTE

La region codificante sin el péptido sefial de transito al cloroplasto del gen GmCCS de
G. max se clond en el vector pPBAD TOPO, que contiene el promotor Pgap inducible por L-
arabinosa y una cola de 6xHis para facilitar la purificacion de la proteina. Las bacterias E. coli
cepa LMG194 se transformaron con la construccion y se realizaron ensayos a escala piloto

con diferentes concentraciones de inductor con el fin de optimizar la sobreexpresion.
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Figura 42. Andlisis de la sobreexpresion en bacterias LMG194 de la proteina recombinante
GmCCS por SDS-PAGE. (a) Tincion azul Coomassie; (b) western blot con anticuerpos anti-
GmCCS. LMG194, bacterias E. coli cepa LMG194; LMG194 GmCCS, bacterias LMG194
transformadas con la construccién con GmCCS; *, bandas inespecificas.
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A pesar de ello, la sobreexpresién de la proteina parecia ser baja en todas las
condiciones testadas como indicaron los analisis por SDS-PAGE vy tincién azul Coomassie o
western blot con anticuerpos anti-GmCCS (Figura 42). Como control negativo se utilizaron las
bacterias de la cepa LMG194 sin o con la adicion del inductor, asi como las bacterias LMG194

transformadas con la construccién con GmCCS sin la adicién de inductor.

Una vez optimizadas las condiciones de sobreexpresion, se procedié al escalado del
experimento. Las condiciones elegidas para la sobreexpresion fueron una concentracion de
inductor de 0,1% L-arabinosa, 37 °C y 4 h. Tras la sobreexpresion, las células se recogieron
por centrifugacion y se rompieron por ultrasonicacién. Se clarifico el extracto resultante y se
carg6 en una columna IMAC-Co?*. En este caso se obtuvieron mejores resultados utilizando
columnas IMAC con Co?" que en columnas con Ni?*, mas comlUnmente utilizadas. Las
proteinas se eluyeron mediante un gradiente lineal de 50-450 mM imidazol. Se tomaron
alicuotas de las distintas fracciones obtenidas y se analizaron por SDS-PAGE (Figura 43a).
Los resultados mostraron que la mayoria de las fracciones de elucién eran de alta pureza. Las
fracciones que contenian la proteina GmCCS recombinante se juntaron y la preparacion
resultante se analiz6 por SDS-PAGE y western blot con anticuerpos anti-GmCCS (Figura
43b,c). El rendimiento de la purificacién fue alrededor de 2,3 mg de proteina purificada por
litro de cultivo bacteriano. Aunque la muestra purificada obtenida presentaba un contaminante
minoritario de tamafio inferior a nuestra GmCCS, decidimos continuar con la preparacion, asi
obtenida, ya que trabajos previos de nuestro laboratorio habian demostrado que esta proteina
era bastante inestable y que el rendimiento de la purificacion disminuia significativamente con

pasos adicionales de purificacion.

La proteina GmCCS, tal como se obtuvo mediante la purificacién descrita, se analizo
para conocer si se encontraba en forma de holoproteina (con Cu) o de apoproteina (sin Cu).
Para ello, se midi6 la cantidad de Cu presente en la preparacion de GmCCS mediante el
método con BCA (apartado 3.3.4 de Materiales y Métodos). Se utilizaron concentraciones
conocidas de CuSOQq para realizar una recta patron. Los resultados mostraron una relacion de
aproximadamente 0,05 a&tomos de Cu por proteina, lo que indica que la proteina se encuentra

esencialmente en forma de apoproteina (Figura 44).
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Figura 43. Purificaciéon por IMAC-Co?" de la proteina recombinante GmCCS expresada en
bacterias LMG194. (a) Analisis por SDS-PAGE vy tincién azul Coomassie de los diferentes
pasos de la purificacion. Ex, extracto; P, precipitado; S, sobrenadante cargado en la columna,;
NR, no retenido en la columna; L1-L2, lavados 1-2; E1-E16, fracciones de elucibn mediante
un gradiente de 50-450 mM imidazol. Analisis de las fracciones agrupadas de GmCCS
purificada por (b) tincibn Coomassie y (c) western blot.
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Figura 44. Estimacion de la cantidad de Cu presente en la preparacion de GmCCS
recombinante purificada. Recta patrén con cuatro cantidades diferentes de Cu (triangulos
azules) (tres réplicas + desviacion estandar). Cantidad de Cu en la preparacion de GmCCS
marcada en la recta (triangulo marrén). La ecuacién de la recta y el coeficiente de
determinacion se muestran en la gréfica.
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2.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE GmCCS CON COBRE POR
CALORIMETRIA ISOTERMICA DE TITULACION

La calorimetria isotérmica de titulacion (ITC) es uno de los métodos mas adecuados y
comunes de estudio de la interaccién ligando-proteina (Jelesarov y Bosshard, 1999; Freire y
col., 2009). Esta técnica permite la determinacioén del nimero de ligandos por proteina y las
caracteristicas termodindmicas de los procesos de interaccion ligando-proteina (afinidad,
energia libre de Gibbs, entalpia, entropia y capacidad calorifica). Los termogramas (Figura
45) muestran las titulaciones calorimétricas correspondientes a la unién del Cu* con GmCCS
a dos temperaturas diferentes, 25y 30 °C.
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Figura 45. Titulacion calorimétrica de la unién de Cu* a GmCCS. Los paneles superiores
muestran los termogramas (energia térmica en funcion del tiempo) y los paneles inferiores
muestran las correspondientes isotermas (calor normalizado en funcién de la fraccién molar).
Los experimentos se llevaron a cabo a (a) 25 °C y (b) 30 °C para determinar el cambio de
capacidad calorifica por la unién del ligando.

El mejor ajuste a los resultados se obtuvo con un modelo que consideraba dos sitios
de union a ligando por mondémero de proteina. Debido a que el coeficiente de Hill era menor
gue 1, los resultados eran consistentes con dos escenarios posibles: 1) dos sitios de unién a

metal diferentes e independientes y 2) dos sitos de union a metal idénticos con cooperatividad
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negativa. Debido a las caracteristicas estructurales de la proteina (con dos posibles sitios de
union a metal diferentes, MXCXXC en el dominio | y CXC en el dominio Ill de la proteina), el
caso mas probable es el de los dos sitios de union diferentes e independientes. Las constantes
de afinidad especificas de cada sitio son 1,5 x 106 M1y 2,7 x 10°M1a25°Cy 5,8 x 10° M1y
2,6 x 10° M* a 30 °C para el sitio 1 y el sitio 2, respectivamente (Tabla 1). A pesar de que las
constantes de afinidad de los dos sitios no son muy diferentes (dentro de un factor de 5), las
entalpias de union intrinsecas especificas de cada sitio son bastante diferentes, reflejando las
diferencias estructurales de los dos sitios de unién a metal (Tabla 1; Figura 3 de Introduccion).
Ademads, la capacidad calorifica es muy diferente, siendo mucho mayor la del sitio 2 que la
del sitio 1. Con estos datos, se puede concluir que el sitio 1 corresponde, muy probablemente,
con MXCXXC del dominio I, mas estructurado, y el sitio 2 con CXC del dominio Ill, mucho

menos estructurado.

Tabla 1. Pardmetros termodinamicos de la union de Cu* a la proteina GmCCS. ki y ko,
constantes de asociacion de cada sitio de union; Ah; y Ah,, entalpias de union de cada sito
de unioén; nuiy, coeficiente de Hill; Acp1 and Acez, variaciones de capacidad calorifica de cada
sitio de unién. El error relativo a las constantes de asociacion es 15% y el error absoluto en
las entalpias de unién es de 0,3 kcal mol™2.

Temp. k1 k2 Ahy Ah; Nl Ace: Ace?
(°C) (M) (M) (kcal molt)  (kcal mol?) (kcal Ktmol?1)  (kcal Ktmol?)
25 15x10% 2,7x10° -2,5 -5,3 0,82
-0,18 -2,1
30 58x10° 2,6x10° -3,4 -15,8 0,96

2.3. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TERMICA DE GmCCS

La estabilidad térmica de la proteina GmCCS en presencia o ausencia de Cu* se
estudié mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC). La proteina GmCCS
recombinante purificada en forma de apoproteina mostré una curva de desplegamiento con
una temperatura de fusion de 60,5 °C, agregandose a mayor temperatura (Figura 46). Debido
a dicha agregacion, no se pudieron calcular ni la entalpia ni la capacidad calorifica de
desplegamiento. La presencia de Cu en la suspensién, origin6 una curva de fusién muy
compleja y a temperaturas mas tempranas (interacciones débiles) que podria indicar la

destruccion de algun estado oligomérico formado en presencia de Cu (Figura 46).
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Figura 46. Termogramas de calorimetria diferencial de barrido de 20 uM GmCCS
recombinante (azul) y 20 uM GmCCS recombinante cargada con 120 uM Cu* (negro). Se
representa la capacidad calorifica en funcion de la temperatura.

2.4, ESTUDIO DEL ESTADO OLIGOMERICO DE GmCCS

El estado oligomérico de la proteina GmCCS obtenida se analizé por cromatografia de
exclusion molecular en un sistema FPLC. El cromatograma (Figura 47) muestra la
absorbancia normalizada a 280 nm de la proteina GmCCS en forma de apoproteina y en
forma de holoproteina (con Cu). La proteina GmCCS, tal como se obtuvo mediante la
purificacion por IMAC-Co?", presenta dos formas de asociacion diferentes, una
correspondiente con un monoémero, eluido alrededor de 7 ml, y otra como un dimero, eluido
alrededor de 6 ml (Figura 47a). Ambos picos cromatogréaficos corresponden con GmCCS,
como se vio por SDS-PAGE vy tincién azul Coomassie (Figura 47, panel interior). La forma
monomérica fue la predominante en estas condiciones. En cambio, cuando la proteina
GmCCS se carga con Cu*, una parte muy significativa de los monémeros se convierten en
dimeros, como se observa por la importante disminucién de la intensidad de la banda que
migra mas lentamente y el aumento de la banda mas rapida en el perfil cromatografico (Figura
47b). El pico menor en el cromatograma alrededor de 7,75 ml podria corresponder con el
contaminante minoritario descrito anteriormente (Figura 43), que no parece verse afectado

por la presencia de Cu.
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Figura 47. Cromatogramas de exclusion molecular en FPLC y perfil de elucion de proteinas.
Absorbancia a 280 nm normalizada de la cromatografia de exclusion molecular de (a) 30 uM
apo-GmCCS y (b) 30 uM Cu*-GmCCS. Los paneles interiores corresponden con el andlisis
proteico por SDS-PAGE vy tincién azul Coomassie de las fracciones eluidas.
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DISCUSION
1. CARACTERIZACION FUNCIONAL, LOCALIZACION Y REGULACION DE
PAA2

La ATPasa de tipo Pig PAA2 est4 involucrada en el transporte de Cu a través de la
membrana tilacoidal (Abdel-Ghany y col., 2005b). En A. thaliana solo existe un gen que
codifica para esta proteina (At5g21930), mientras que en G. max se han identificado dos
genes diferentes (Bernal, 2006) en los cromosomas 6 (Glyma06g05890) y 4
(Glyma06g05900), que hemos denominado GmPAA2-1 y GmPAA2-2, respectivamente. El
genoma de G. max ha sufrido dos rondas de duplicacion completa hace alrededor de 59y 13
millones de afios, lo que produjo una alta tasa de duplicacién génica, donde alrededor del 75%
de los genes estan presentes en multiples copias. Los dos eventos de duplicacién fueron
seguidos de diversificacion y pérdida génica, asi como de reorganizaciones cromosémicas
(Schmutz y col., 2010). Todas las especies con genomas conocidos (plataforma Phytozome,
Universidad de California, EEUU) que se analizaron cuentan con una secuencia que podria
codificar para el transportador PAA2. El mantenimiento de los genes PAA2 en las diferentes
especies indica que PAAZ2 tiene una importante funcion en las plantas. A su vez, las especies
P. trichocarpa y M. truncatula podrian contar con dos genes diferentes para PAA2, como
ocurre en G. max. En cambio, la funcion de las isoformas adicionales de PAA2 no se conoce

todavia.

Ambos genes de G. max, GmPAA2-1 y GmPAA2-2, tienen una gran similitud en su
secuencia, compartiendo un 77,73% de identidad entre ellos. En comparacion con el gen
AtPAA2 de A. thaliana, el que muestra una mayor homologia es GmPAA2-1, con un 69,02%
de identidad, mientras que la identidad con GmPAA2-2 es del 56,88%.

La secuencia codificante GmPAA2-1, obtenida experimentalmente, coincide con la
publicada en la plataforma Phytozome (Universidad de California, EEUU), a excepcién de una
transversion C — T en la posicion 2063. Esta mutacion con cambio de sentido produce el
reemplazo del aa Ala por Val en la posicion 688 situada entre las hélices transmembrana 6 y
7 que no afecta a ninguno de los dominios funcionales, lo que indica que este cambio de base
conservativo podria no tener relevancia en la funcionalidad de la proteina. A nivel de proteina,
AtPAA2 y GmPAA2-1 comparten un 68,47% de identidad. Ambas proteinas tienen los
dominios funcionales de las ATPasas de tipo Pig, lo que indicaria que ambas proteinas

podrian realizar funciones similares.
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El gen GmPAA2-1 esta sujeto a un mecanismo de procesamiento alternativo (Bernal,
2006). El estudio de las secuencias codificantes de este gen revelo la existencia de una forma
de procesamiento alternativo de GmPAA2-1, denominada GmPAA2-1T (GmPAA2-1
truncado). GmPAA2-1T retiene 7 pb de la parte final del intrén 4. Esta insercién produce un
cambio en el marco de lectura y, por tanto, un codén de STOP prematuro que produciria el
truncamiento de la proteina. La traduccion de este ARNm daria lugar a una proteina truncada
gue solo conservaria la region de union a metal y las cuatro primeras zonas transmembrana,
lo que parece indicar que esta proteina no seria capaz de realizar la funcién de transporte de

Cu* a través de la membrana tilacoidal.

La region codificante del gen GmPAA2-2 retiene un primer intrén teodrico, lo que
produce la aparicién de un codén de STOP prematuro y, por tanto, conduciria al truncamiento
de la hipotética proteina. Esta proteina solo conservaria la zona de uniéon a metal del extremo

N-terminal.

En muchas especies de plantas se ha visto que una forma de procesamiento
alternativo de PAAL, el transportador de Cu de la envuelta del cloroplasto, puede producir una
proteina truncada (denominada PCH1) que conserva Unicamente la region N-terminal de
PAA1 y podria actuar como chaperona de Cu para la misma PAAL. En otras especies, en
cambio, se han identificado dos genes diferentes que codifican para el transportador PAAl y
la chaperona de Cu* PCH1, respectivamente. En la especie G. max se han encontrado dos
genes diferentes, ademas de eventos de procesamiento alternativo (Blaby-Haas y col., 2014).
Este es un claro ejemplo de la diversificacion funcional producida por eventos de
procesamiento alternativo y duplicacién génica, que pueden dar lugar a proteinas con

diferentes funciones.
1.1. EXPRESION HETEROLOGA DE GmPAA2-1 Y GmPAA2-2 EN E. COLI

Se han llevado a cabo estudios bioquimicos de las ATPasas de tipo P1g como AtPAA2
(Sautron y col., 2015), AtPAAl (Catty y col., 2011; Blaby-Haas y col., 2014), AtHMA2,
AtHMA4, AtHMAY (Zimmermann y col., 2009) o LpCopA (Gourdon y col., 2011). Para ello, los
dominios o las proteinas completas fueron sobreexpresados en bacterias, purificados y
analizados. Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue la caracterizacion bioquimica del
transportador GmPAA2-1. Para ello, la secuencia codificante del gen se cloné en el vector de
expresion pBAD TOPO TA, que se utilizé para transformar las bacterias E. coli LMG194
haciendo diversas pruebas de sobreexpresion. Mediante SDS-PAGE vy tincion Coomassie o

western blot con anticuerpos disefiados contra un péptido sintético de la region N-terminal
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(anti-GmPAA2_N-terminal) o en la zona del bucle soluble mayor (anti-GmPAA2_bucle) no fue
posible la identificacién de las proteinas, por lo que no se pudieron purificar para proceder a
la subsecuente caracterizacion. En estudios recientes de otro laboratorio, se ha conseguido
sobreexpresar la proteina AtPAA2 en L. lactis. En este escenario se detectdé una expresion
muy baja, lo que los autores atribuyeron a las caracteristicas intrinsecas del gen AtPAA2
(Sautron y col., 2015). Es posible que estas caracteristicas interfirieran aiin mas en el caso de

la sobreexpresién en E. coli, lo que explicaria nuestros resultados negativos.

La secuencia codificante de GmPAA2-2, sin incluir la zona del péptido sefial de transito
al cloroplasto ni el codén de STOP, se clon6 en el vector pBAD TOPO TA y se llevé a cabo
un ensayo de sobreexpresion a escala piloto. Los extractos crudos bacterianos se analizaron
por SDS-PAGE y western blot con anticuerpos anti-6xHis. Mediante estas técnicas no se
detect6 la proteina GmPAA2-2, por lo que no fue posible su posterior purificacion. La finalidad
principal de la obtencion de la proteina GmPAA2-2 recombinante purificada seria su
caracterizacién bioguimica y funcional, ademas de la obtencién de anticuerpos policlonales
contra toda la proteina con el fin de detectar la presencia de esta nueva hipotética proteina en
las plantas de soja. Debido a que la sobreexpresion en E. coli no fue detectada, se sigui6 otro
enfoque para la obtencién de los anticuerpos anti-GmPAA2-2. Los anticuerpos fueron
disefiados contra un péptido sintético localizado en la secuencia de GmPAA2-2 (apartado
1.5.3).

1.2. EXPRESION DE GmPAA2 EN S. CEREVISIAE

Las levaduras constituyen un sistema de expresién heter6loga en organismos
eucariotas ampliamente utilizado. Se trata de un sistema muy versétil, de rapido crecimiento
y facil manipulacion, que ofrece numerosas posibilidades (Cereghino y Cregg, 1999). Para el
estudio de expresion heter6loga de las proteinas de G. max se utilizaron las levaduras
mutantes ccc2 (Gaxiola y col.,, 1998) y su correspondiente cepa silvestre BY4741. Las
levaduras ccc2 carecen de la proteina CCC2, una ATPasa de tipo P1s que transporta Cu?* (Fu
y col., 1995) en el aparato de Golgi y que esta involucrada en la carga de Cu de FET3 (Yuan
y col., 1997), una multicobre oxidasa necesaria para el transporte de Fe de alta afinidad
(Askwith y col., 1994). Las levaduras carecen de cloroplastos, por lo que el transportador de
Cu de un sistema membranoso como es el aparato de Golgi ha sido previamente utilizado
para el estudio del transportador de Cu del cloroplasto PAA1 (Catty y col., 2011), HMA1
(Mikkelsen y col., 2012), ademas del transportador de Cu* de plantas localizado en el reticulo

endoplasmico, HMA7 (Hirayama y col., 1999).
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Para el estudio de las proteinas PAA2 de G. max, las levaduras ccc2 se transformaron
con las construcciones con las secuencias codificantes sin incluir los péptidos sefial de transito
al cloroplasto de GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 en el vector pFL383 (Talke y col.,
2006), que afade el epitopo de la hemaglutinina (HA) en el extremo N-terminal de la proteina.
Mediante western blot con anticuerpos anti-HA se pudieron detectar las proteinas GmPAA2-
1 y GmPAA2-1T en los extractos proteicos de levaduras, siendo no detectable la proteina
GmPAA2-2. Como controles negativos se utilizaron las levaduras mutantes ccc2 y silvestres

transformadas con el vector vacio.

En nuestro laboratorio contamos con dos anticuerpos contra diferentes péptidos
sintéticos contenidos en la secuencia de GmPAA2-1, uno de ellos disefiado contra la region
N-terminal y el otro contra el bucle de mayor tamafio expuesto al estroma. Ambos anticuerpos
se utilizaron para la deteccién inmunolégica de las proteinas en las muestras de levaduras
sometidas previamente a western blot con anticuerpos anti-HA, como se describe
anteriormente. Ambos anticuerpos anti-GmPAA2 (anti-GmPAA2_N-terminal y anti-
GmPAA2_bucle) no mostraron sefial en las muestras analizadas, lo que parece indicar que
estos anticuerpos podrian no reconocer a las proteinas contra las que fueron disefiados o la
concentracion de antigeno es insuficiente para ser detectados por estos anticuerpos. Hay que
recordar que el anticuerpo monoclonal comercial anti-HA es mucho mejor (dilucién 1:10000)
gue los obtenidos en nuestro laboratorio contra los dos péptidos sintéticos (dilucién 1:200).
Debido a estas indicaciones, el uso de estos anticuerpos contra péptidos sintéticos se

sustituyo en posteriores experimentos por otros métodos de analisis.

Las levaduras mutantes ccc2 se utlizaron para realizar un ensayo de
complementacion en levaduras con las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2.
Para ello, las secuencias codificantes de GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 se clonaron
en el vector pFL61 (Minet y col., 1992). A pesar de que la proteina GmPAA2-2 no se habia
detectado por western blot con anticuerpos anti-HA en las levaduras transformadas con la
construccion de GmPAA2-2 en el vector pFL383, como se ha descrito anteriormente, se
decidié incluir esta construccién en el vector pFL61 en los analisis. Las levaduras ccc2
mostraron un crecimiento limitado en medio SD-Ura suplementado con 20 uM BCS y 20 uM
BPS en comparacion con las levaduras silvestres. En el caso de las levaduras ccc2
transformadas con las construcciones con GmPAA2-1, GmPAA2-1T o GmPAA2-2, todas
mostraron un fenotipo similar a las levaduras ccc2, indicativo de que las proteinas de soja
GmPAA2-1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 no son capaces de revertir el fenotipo mutante y, por
tanto, no pueden transportar Cu en la manera en la que lo hace la proteina CCC2 nativa.

Como control del crecimiento de las levaduras, se sembraron diferentes diluciones de los
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microorganismos en placas con medio SD-Ura, donde todas las cepas utilizadas fueron
capaces de crecer de manera similar. Estos resultados podrian deberse a que las proteinas
GmPAA2 podrian insertarse en el reticulo endoplasmico, como se ha visto en estudios en
levaduras expresando AtPAA2 (Sautron y col., 2015), u otros compartimentos diferentes al
aparato de Golgi, 0 a que no tienen el plegamiento adecuado que les permita ser funcionales.

Con el fin de conocer la posible funcionalidad de las proteinas GmPAA2-1, GmPAA2-
1T y GmPAA2-2 en levaduras silvestres, éstas se transformaron con las construcciones
citadas anteriormente y se evaluo el fenotipo de las levaduras con diferentes concentraciones
de Cu afadidas al medio. En estudios previos, se ha visto que AtPAA2 produce
hipersensibilidad a Cu en las levaduras silvestres, debido probablemente a un exceso de Cu
en el reticulo endoplasmico transportado por AtPAA2 (Sautron y col., 2015). En cambio, en
las diferentes condiciones de Cu testadas con las levaduras silvestres expresando GmPAA2-
1, GmPAA2-1T y GmPAA2-2 no se observo el fenotipo de hipersensibilidad a Cu. Esto podria
responder a multiples cuestiones de localizacién o conformacién, que podrian producir que la

proteina no se encontrase en su forma activa funcional.

1.3. COMPLEMENTACION FUNCIONAL DE LOS MUTANTES DE A. THALIANA
paal-1Y paa2-1 CON GmPAA2-1 Y GmPAA2-2

Los mutantes de A. thaliana paal-1y paa2-1 carecen de los transportadores de Cu*
AtPAAL y AtPAA2, respectivamente. Estos mutantes fueron generados en ecotipo Ler (paal-
1) y Col-3 (paa2-1) (Shikanai y col., 2003; Abdel-Ghany y col., 2005b). La caracterizacion
genotipica de los mutantes se realiz6 mediante la amplificacion y secuenciacion de las zonas
del genoma en las que se encontraban las mutaciones puntuales paal-1 y paa2-1. Se
confirmd la presencia en homocigosis de los alelos mutantes en las plantas paal-1y paa2-1
de los genes AtPAAl y AtPAA2, respectivamente; asi como la presencia de los alelos

silvestres del transportador contrario en ambos mutantes.

Se realiz6 un ensayo de complementacion en plantas paal-1 con las proteinas
GmPAA2-1 y GmPAA2-2, para lo cual se utilizaron plantas silvestres Ler, dos lineas
transgénicas homocigotas independientes Ler con el vector vacio pMDC32 (Curtis y
Grossniklaus, 2003), plantas mutantes paal-1l, dos lineas transgénicas heterocigotas
independientes de plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 bajo el control del promotor CaMV
35S y una linea transgénica heterocigota de plantas paal-1 expresando GmPAA2-2 bajo el
control del promotor CaMV 35S. Las plantas paal-1 expresando tanto GmPAA2-1 como

GmPAA2-2 correspondian con la segunda generacion de plantas transgénicas (T2), lo que
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implica que alrededor de un 75% de las semillas darian lugar a plantas transgénicas y un 25%
de las semillas generaran plantas no transgénicas paal-1. La identificacion de ambos grupos
de plantas se realiz6 mediante la caracterizacion genotipica de los individuos.

Las plantas utilizadas en el ensayo de complementacion de paal-1 se sembraron en
placas de plastico con medio %2 MS con 1% (p/v) sacarosa con o sin 10 uM CuSO, afiadido al
medio. El medio %2 MS se considera deficiente de Cu, ya que contiene una concentracion
suboptima de Cu para las plantas de A. thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005b; Andrés-Colas y
col., 2013). Las plantas también se crecieron directamente en tierra y se regaron con agua
corriente o agua corriente con 1 mM CuSOQa. Se eligieron ambas condiciones nutricionales de
Cu con el fin de poder discriminar de manera efectiva el fenotipo mutante paal-1 en las
condiciones con menor concentracion de Cu, y poder rescatarlo con la adicién de Cu al cultivo
(Shikanai y col., 2003). Por otra parte, se utilizaron estos dos métodos de cultivo diferentes
(en placa y en tierra) para evaluar el fenotipo de las plantas, que se mostré mas evidente en

uno u otro sistema de cultivo segun la caracteristica fenotipica analizada.

Para evaluar la complementacién funcional de paal-1l, se analizaron varios rasgos
fenotipicos de las plantas, como son el peso fresco, el contenido de PC, el patrén de actividad
SOD vy la fluorescencia de la clorofila (Shikanai y col., 2003). Las diferencias en el peso fresco
y el contenido en PC entre las plantas paal-1 y silvestres Ler se mostraron mas evidentes en
las plantas crecidas en tierra, mientras que las diferencias en la actividad SOD y fluorescencia
de la clorofila fueron mas evidentes en las plantas crecidas en placa. Por el contrario, en las
plantas crecidas en placa no se observaron diferencias significativas en el peso de las plantas
o el contenido en PC; y en las plantas crecidas en tierra, se observé de manera mas sultil las

diferencias en la actividad SOD o la fluorescencia de la clorofila.

Las plantas crecidas en tierra y regadas con agua corriente de ecotipo Ler y Ler con el
vector vacio tenian un peso significativamente mayor que las plantas paal-1l, paal-1
expresando GmPAA2-1 0 GmPAA2-2. A su vez, las plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 o
GmPAAZ2-2 tenian un peso fresco similar a las plantas mutantes paal-1. Estos resultados
sugieren que las proteinas GmPAA2-1 o GmPAA2-2 no restablecen el fenotipo mutante paal-
1.

Se analiz6 el contenido de PC de las plantas mediante SDS-PAGE y western blot con
anticuerpos anti-PC. En las plantas crecidas en tierra, pudo observarse una mayor cantidad
de PC en las plantas de ecotipo Ler y Ler con el vector vacio en comparacion con las plantas

paal-1, que mostraron una menor cantidad de PC. Las plantas paal-1 expresando GmPAA2-
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1 0 GmPAAZ2-2 contenian una cantidad de PC similar a la de los mutantes paal-1, e inferior a
la de las plantas Ler y Ler con el vector vacio. Estos resultados parecen indicar de nuevo la

no complementacion de los mutantes paal-1 con las proteinas de soja GmPAA2-1 y
GmPAA2-2.

El andlisis de la actividad SOD revel6 diferencias entre los mutantes paal-1 vy las
plantas silvestres Ler. En las plantas paal-1 crecidas en placa con medio %2 MS con 1% (p/v)
sacarosa, se observd una mayor actividad Cu/ZnSOD y menor actividad FeSOD en
comparacion con las plantas Ler o Ler con el vector vacio. Esta observacion estd en
concordancia con estudios previos, en los que se ha descrito que la actividad CSD1 se ve
aumentada, mientras que la actividad FeSOD se ve disminuida en las plantas paal-1 en
comparacion con las plantas silvestres (Shikanai y col., 2003). Por otra parte, las plantas paal-
1 expresando GmPAA2-1 o GmPAA2-2 mostraron un patrén de actividad SOD comparable al
de las plantas mutantes paal-1, lo que parece indicar de nuevo que GmPAA2-1 0 GmPAA2-

2 no complementan al mutante paal-1.

Se realiz6 un estudio de la fotosintesis en las plantas mediante el analisis de la
fluorescencia de la clorofila. Las plantas paal-1 mostraron una eficiencia fotoquimica del PSII
significativamente menor y una cantidad de centros de reaccion de PSII cerrados (lado aceptor
de electrones reducido del PSiII) significativamente mayor en comparacién con las plantas Ler
y Ler con el vector vacio. Estas diferencias se deben a que las plantas paal-1 tienen el
transporte electrénico fotosintético afectado, debido al cual muestran un fenotipo de alta
fluorescencia (Shikanai y col., 2003), ya que la reduccion en la funcién de la PC produce una
disminucion en la eficiencia del transporte electrénico fotosintético (Abdel-Ghany y Pilon,
2008). El analisis de la fluorescencia en las plantas paal-1 expresando GmPAA2-1 o
GmPAA2-2, revel6 unos resultados similares a las plantas mutantes paal-1, sugiriendo, de

nuevo, la no complementacion de los mutantes paal-1.

Tomando estos datos en su conjunto, las caracteristicas fenotipicas analizadas
coincidieron en que las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no parecen ser capaces de
complementar el fenotipo mutante paal-1, lo que indica que GmPAA2-1 y GmPAA2-2 no
pueden realizar la funcion de AtPAAL. Esta observacion concuerda con el hecho de que las
plantas paal-1 tienen un mayor contenido de AtPAA2 que las plantas silvestres (Tapken y
col., 2012) y, a pesar de ello, siguen teniendo defectos fenotipicos (Shikanai y col., 2003).
Este aumento de AtPAA2 podria deberse a un menor contenido de Cu en el cloroplasto que
hace que la proteina PAA2 sea mas estable, y pueda intensificarse el trafico de Cu hacia la

proteina esencial PC (Tapken y col., 2015). De esta forma, parece que las proteinas PAA2 y
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PAA1 tienen su propia funcidn especifica, por lo que sus papeles en la homeostasis del Cu

no se solaparian.

A continuacion se realizé la complementacion del mutante paa2-1 de A. thaliana con
GmPAA2-1 y GmPAAZ2-2. Debido a que las plantas paa2-1 no tienen un fenotipo apreciable
en condiciones de crecimiento normales, se testaron diversos medios de cultivo para
encontrar diferencias entre estos mutantes y las plantas silvestres. En estos ensayos se
utilizaron plantas crecidas en placas de cristal lavadas con HCI, agar lavado con EDTA y
medio Hoagland I sin Cu afiadido (ver apartado 1.3.2 de Materiales y Métodos), o con 0,5 uM
CuSO.. Estas plantas se utilizaron para medir el peso fresco, expresién semicuantitativa de
los transgenes, contenido de PC y actividad SOD. Ademas, se utilizaron plantas crecidas en
placas de plastico con medio ¥2 MS con 0,1% (p/v) sacarosa que se utilizaron para medir el
peso fresco. También, se utilizaron plantas crecidas directamente en tierra y regadas con agua
corriente, las cuales se utilizaron para hacer el estudio de la fotosintesis por fluorescencia de

la clorofila.

Las lineas de plantas utilizadas para este estudio fueron de ecotipo silvestre Col-3,
mutante paa2-1, 3 lineas transgénicas homocigotas independientes de plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1-YFP, 2 lineas transgénicas homocigotas independientes de plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-1, 3 lineas transgénicas homocigotas independientes de plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP y 2 lineas transgénicas homocigotas independientes de
plantas paa2-1 expresando GmPAA2-2, todas ellas bajo el control del promotor constitutivo
CaMV 35S. En este experimento, al ser homocigotas todas las lineas transgénicas utilizadas,
no fue necesaria la caracterizacion genética posterior de las plantas, dado que el 100% de las

semillas generaron una progenie homocigota.

Las plantas cultivadas en las diferentes condiciones citadas anteriormente no
mostraron diferencias fenotipicas visibles apreciables. El andlisis del peso fresco de las
plantas cultivadas en placas con medio Hoagland | sin Cu afadido no mostré diferencias
significativas entre las plantas silvestres y las mutantes. En el caso de las plantas en placas
de plastico con medio ¥2 MS y 0,1% (p/v) sacarosa, se vio una reduccion significativa del peso
en las plantas paa2-1 respecto de las silvestres Col-3. En estas condiciones, las plantas paa2-
1 expresando GmPAA2-1-YFP y GmPAA2-2-YFP mostraron un aumento significativo del peso
respecto de paa2-1, aunque significativamente inferior al silvestre. Las plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1 mostraron un peso similar al del silvestre. Esto indica que la proteina

GmPAAZ2-1 podria complementar el fenotipo silvestre y realizar la funcién de AtPAA2 en las
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plantas. A su vez, la proteina GmPAA2-2, aun no siendo un transportador de membrana,

podria tener una funcion que constituyera una ventaja para las plantas.

Con el fin de confirmar la expresion de los transgenes introducidos en las diferentes
lineas de plantas, se analizo la expresion mediante PCR semicuantitativa, y se vio que todas
las lineas transgénicas expresaban los transgenes tanto en medio Hoagland | sin Cu afiadido
como con 0,5 puM CuSO..

En los mutantes paa2-1, la PC se encuentra mayoritariamente en forma de apoproteina
sin su cofactor Cu, lo que es debido a un transporte insuficiente de Cu hacia el lumen tilacoidal.
En cambio, en las plantas silvestres, la PC se encuentra principalmente en forma de
holoproteina con Cu (Abdel-Ghany y col., 2005b). El contenido en holo- y apo-PC se estudio
mediante western blot con anticuerpos anti-PC. En las plantas crecidas en placa con medio
Hoagland | sin Cu afiadido se observé una mayor cantidad de apo-PC en todas las lineas
analizadas, debido, probablemente, a la limitada cantidad de Cu en el medio de cultivo. A
pesar de ello, en las plantas Col-3 puede detectarse una pequefa fraccion de holo-PC, asi
como en las plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1 y algunas lineas de plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1-YFP. En las condiciones de cultivo en placa con medio Hoagland |
con 0,5 uM CuSOQy, se observo una mayor cantidad de holo-PC en las plantas silvestres Col-
3 y una acumulacién de apo-PC en las plantas paa2-1, de acuerdo con datos publicados
anteriormente (Abdel-Ghany y col., 2005b). En algunas de las lineas de plantas paa2-1
expresando GmPAA2-1-YFP, se observé también una mayor cantidad de holo-PC,
especialmente en la linea 2, aunque menor respecto de las plantas silvestres. Esto podria
indicar una complementacion parcial de los mutantes, debido, probablemente, a la fusién con
la proteina YFP, que podria dificultar el plegamiento o correcto funcionamiento del
transportador, disminuyendo asi su funcionalidad. Las plantas paa2-1 expresando GmPAA2-
1 tienen un contenido de holo-PC similar al silvestre, lo que indica una restitucién de la funcion
PAA2 en las plantas y un correcto transporte del Cu hacia el lumen tilacoidal. Las plantas
paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP muestran un alto contenido de apo-PC, similar a las
plantas paa2-1. Esto parece indicar que la proteina GmPAA2-2-YFP no es capaz de realizar
la funcién del transportador AtPAA2. A pesar de ello, el hecho de que las plantas paa2-1
expresando GmPAA2-2 tengan un peso superior al de las plantas paa2-1 podria indicar que
GmPAAZ2-2 tiene otra funcion diferente que supondria una caracteristica favorable para las

plantas en las condiciones testadas.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de actividad SOD en las plantas crecidas en

placas con medio Hoagland | sin Cu afiadido o con 0,5 pM CuSOa. En medio sin Cu afiadido

159



no se observaron diferencias en el patron de actividad SOD de las plantas silvestres Col-3 y
mutantes paa2-1. En cambio, en medio con 0,5 uM CuSO. se observo una ligera diferencia
entre las plantas silvestres Col-3, que parecian tener menor actividad Cu/ZnSOD que las
mutantes paa2-1. Las plantas paa2-1 expresando tanto GmPAA2-1-YFP como GmPAA2-2-
YFP parecen ser similares a paa2-1, mientras que las plantas paa2-1 expresando GmPAA2-
1 parecen tener un patron de actividad SOD semejante a las plantas silvestres. Todo esto
estaria de acuerdo con una mayor o menor concentraciéon de Cu en el estroma cloroplastico
como consecuencia de la ausencia o presencia de GmPAA2-1 funcional en el tilacoide. No
obstante, las diferencias en la actividad SOD observadas en este ensayo fueron muy ligeras.

Los mutantes paaZ2-1 tienen un fenotipo de alta fluorescencia de la clorofila, debida al
defecto en el transporte electronico fotosintético (Abdel-Ghany y col., 2005b). Mediante el
andlisis de la fluorescencia de la clorofila se detectaron diferencias en el rendimiento cuantico
del PSIl y la proporcion de centros de reaccién cerrados entre las plantas silvestres Col-3 y
mutantes paa2-1. Algunas de las lineas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP parecen tener
un fenotipo intermedio que podria indicar la complementacion parcial de paa2-1,
especialmente en la linea 2. Mientras que las lineas paa2-1 expresando GmPAA2-1 tienen un
fenotipo similar al silvestre, por lo que parecen complementar al mutante paa2-1. Las lineas
paa2-1 expresando GmPAA2-2-YFP y GmPAA2-2 parecen ser similares al mutante paa2-1,

por lo que no serian capaces de complementar el fenotipo paa2-1.

Los resultados en conjunto parecen indicar que la proteina de soja GmPAA2-1 es
capaz de realizar la funcion del transportador de A. thaliana AtPAA2. Lo que es concordante
con la alta identidad entre ambas proteinas y la presencia de dominios funcionales homadlogos
en su estructura. La construccion de la proteina GmPAA2-1 fusionada a la YFP produjo una
complementacion parcial de los mutantes paa2-1, lo que indica que esta proteina es capaz de
realizar la funcion del transportador de A. thaliana AtPAA2, aunque posibles interferencias de
la proteina YFP podrian disminuir la actividad transportadora. En el caso de GmPAA2-2 y
GmPAA2-2-YFP, estas proteinas parecen no ser capaces de complementar los mutantes
paa2-1, que seria concordante con que GmPAA2-2, que no esta presente en A. thaliana, es
una proteina truncada que contiene Unicamente el dominio N-terminal con el dominio de unién
a metal HMB. Al carecer del resto de los dominios estructurales del transportador PAA2, no
podria realizar la funcion del transportador AtPAA2. A pesar de ello, GmPAA2-2 podria tener

una funcion alternativa en la homeostasis del Cu en el cloroplasto.
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1.4. LOCALIZACION DE GmPAA2-1 Y GmPAA2-2

Estudios previos determinaron la localizacion de la proteina de A. thaliana AtPAA2 en
la membrana tilacoidal mediante técnicas de transformacion transitoria en protoplastos de A.
thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005b). Similares resultados se obtuvieron en plantas de G.
max, donde se vio que GmPAA2-1 se localiza en la membrana tilacoidal utilizando técnicas
inmunolodgicas (Bernal y col., 2007). Estas observaciones concordaban con la hipotesis de
que GmPAAZ2-1 realizara la funcion de su homologa en A. thaliana, AtPAA2. A través de la
expresion transitoria en protoplastos y la generacion de lineas transgénicas estables de A.
thaliana, se estudio la localizacion de las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2. Se utilizaron
construcciones para generar proteinas de fusion con la proteina YFP en posicién C-terminal.
Se eligi6é este tipo de construccién debido a que las proteinas GmPAA2-1 y GmPAA2-2

tendrian en el extremo N-terminal las secuencias de transito al cloroplasto.

Tanto los protoplastos transformados transitoriamente como las plantas transgénicas
estables se analizaron mediante microscopia laser confocal. Como control se utilizaron
protoplastos transformados con el vector vacio o plantas transgénicas homocigotas con el
vector vacio. Ambos métodos de transformacién, transitoria y estable, produjeron resultados
comparables. La proteina GmPAA2-1-YFP mostr6 sefial de fluorescencia en los cloroplastos,
posiblemente en los tilacoides, en concordancia con los estudios realizados anteriormente en
G. max (Bernal y col., 2007) y A. thaliana (Abdel-Ghany y col., 2005b). La proteina GmPAA2-
2-YFP también mostré una fuerte fluorescencia en los cloroplastos, especialmente en las

células guarda de los estomas.

Como se ha descrito anteriormente, las plantas paa2-1 expresando GmPAA2-1-YFP
parecen ser capaces de complementar de manera parcial el fenotipo paa2-1 (apartado 1.3),
esto indicaria que la proteina de fusién es capaz de realizar la funcién de transporte de Cu a
través de la membrana del tilacoide, aunque de manera menos eficiente que la proteina sin la
fusién con la YFP. Esto daria méas validez a la localizacion de las proteinas in vivo por
microscopia laser confocal, debido al hecho de que si éstas son capaces de realizar su funcién
en la planta, lo méas probable es que la localizacién subcelular se haya producido de manera

correcta.
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1.5.  ANALISIS Y REGULACION DE PAA2
1.5.1. Andlisis del patron de expresién del promotor de AtPAA2.

El promotor del gen AtPAA2 contiene motivos reguladores comunes en los promotores
de plantas (Figura 25). Estos incluyen elementos de respuesta a la luz (Giuliano y col., 1988;
Lam y Chua, 1989; Terzaghi y Cashmore, 1995; Martinez-Garcia y col., 2000; Chan y col.,
2001; Hudson y Quail, 2003). La luz es un estimulo que regula gran cantidad de genes en las
plantas, implicados en mdultiples funciones como la germinacion de semillas,
fotomorfogénesis, fototropismos, movimiento de los cloroplastos, evasion de la sombra, ritmos
circadianos e induccion floral (Jiao y col., 2007). A su vez, las hormonas son moléculas que
organizan muchos procesos fisiol6gicos a través de una interaccion orquestada (Chapman y
Estelle, 2009). Ademas de elementos de respuesta a la luz, el promotor de AtPAA2 cuenta
con elementos de respuesta a hormonas como el acido abscisico (ABA), citoquininas (CK),
auxinas, giberelinas (GA) y acido salicilico (SA). Esto sugiere una expresion altamente

regulada para asegurar la expresion génica en el punto espacio-temporal adecuado.

Dentro de los elementos reguladores encontrados en el promotor de AtPAA2, los
motivos relacionados con el ABA son los que se encuentran mas representados. En los
transportadores de Cu* de la familia COPT, tanto en la especie A. thaliana como O. sativa,
también se encuentran abundantes elementos reguladores relacionados con el ABA
(Penarrubia y col., 2015). El ABA es un sesquiterpenoide derivado del isopentenil pirofosfato
(Nambara y Marion-Poll, 2005). Es una de las principales hormonas vegetales con importantes
funciones en el crecimiento de las plantas y el desarrollo (Leung y Giraudat, 1998). Controla
varios procesos fisiolégicos durante el desarrollo y germinacion de las semillas. Durante el
crecimiento vegetativo, el ABA media la respuesta a diferentes condiciones ambientales
adversas, como son la exposicion a drogas, elevada salinidad y frio (Zhang y col., 2015). Las
citoquininas son hormonas que controlan una amplia variedad de procesos cruciales en el
desarrollo de las plantas (Zwack y Rashotte, 2015), se identificaron como inductores de la
divisién celular (Miller y col., 1955) y, actualmente, se conoce como un regulador clave del
ciclo celular (Kieber y Schaller, 2014). Las auxinas son reguladores esenciales del crecimiento
de la planta, con importancia en la elongacién y divisién celular. Entre las auxinas, la mas
activa es el &cido indolacético (AlA) (Hardtke, 2007). Las giberelinas son fitohormonas
esenciales que controlan varios aspectos del desarrollo de las plantas, incluyendo la
germinacion de semillas, expansion de las hojas, elongacion de los tallos, floracion vy
desarrollo de las semillas. Las giberelinas muestran una relacion con otras hormonas como el

ABA, las auxinas y las citoquininas (Gantait y col., 2015).
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La luz y las hormonas integran importantes sefiales ambientales con los programas de

desarrollo intrinseco de las plantas, son importantes elementos responsables de la

organizacion de la expresion génica en las plantas (Zdarska y col., 2015). En el gen AtPAA2,

se han encontrado elementos regulados por diferentes componentes, lo que sugiere una

elevada coordinacion de la integracion de los estimulos por parte de la planta, asi como el
estado de desarrollo y comunicacion entre los diferentes tejidos.

Debido a la presencia de diferentes motivos de regulacion por luz en el promotor de
AtPAA2, se llevo a cabo un estudio de la expresion de dicho gen en condiciones de elevada
y baja luz. En las condiciones testadas, parece que la expresion de dicho gen no varia de
forma apreciable, por lo que parece que el efecto de la luz podria producirse por otros
mecanismos que no fueran la intensidad de la luz, como podria ser la calidad de la luz (longitud

de onda) o duracion.

Por otra parte, se ha visto que la regulacion de AtPAA2 se produce a nivel de proteina
por un mecanismo dependiente de la cantidad de Cu (Tapken y col., 2015), mientras que a
nivel transcripcional, la expresion de AtPAA2 parece que muestra una leve reduccién en las
plantas en funcion de la adicion de Cu (Tapken, 2012). Por lo que se estudié si la adicion de
Cu al medio tiene, a su vez, un efecto en la expresion génica a nivel de la actividad del
promotor. En las plantas crecidas en medio ¥2 MS con 1% (p/v) sacarosa 'y 10 uM CuSOQO, se
observé una ligera disminucion en la actividad del promotor de AtPAA2 respecto de las plantas
control, por lo que parece que el Cu podria tener un efecto menor en la regulacion de AtPAA2

a nivel de promotor.

En todas las condiciones testadas, los tejidos en los que se detectaba una mayor
actividad del promotor de AtPAA2 parecian ser los mismos, lo que sugiere un fuerte control
de la regulacion espacial. Las plantas mostraron la elevada actividad del promotor en las
hojas, observandose también actividad en los haces vasculares y peciolo, mientras que la
actividad era reducida en las hojas mas jévenes y raices. Estos datos parecen coincidir con
estudios previos realizados por PCR semicuantitativa, donde se comprobd que la expresion
de AtPAA2 era predominante en la parte aérea de la planta en comparacion con la parte
radicular (Abdel-Ghany y col., 2005b). Por otra parte, la distribucion espacial de la actividad
del promotor de AtPAA2 se superpone parcialmente con la observada en el promotor AtPAAL,

en los margenes de las hojas y vasculatura (Lee y col., 2012).
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1.5.2. Estudio de la regién 5’ del gen GmPAA2-2

Las secuencias del gen GmPAA2-2, obtenidas experimentalmente (apartado 1),
contenian un primer intrén hipotético que conducia, por tanto, al truncamiento de la proteina
por la aparicion de un codén de STOP prematuro. Por esta razon, se analizo el inicio de la
transcripcion de este gen en busca de un posible inicio alternativo que pudiera dar lugar a una

proteina completamente procesada. Este analisis se llevd a cabo por la técnica de 5 RACE.

Se obtuvieron un total de 47 secuencias positivas para el inicio de la transcripcion del
gen GmPAAZ2-2. Treinta de las secuencias provenian de plantas crecidas en medio sin Cu
afadido. En estas condiciones, se encontraron diferentes puntos de inicio de la transcripcion.
Se localiz6 una secuencia que se iniciaba en la posicién -175, tomando como 1 el inicio de la
traduccion; 5 secuencias que se iniciaban en la posicién -174; 10 secuencias en -56 y 14
secuencias en -20. En las plantas crecidas con 0,5 pM CuSOQOs4, se encontraron diferentes
inicios de la transcripcion, localizdndose 2 secuencias con inicio en -49 y 5 secuencias en -
25. En las plantas crecidas con 10 uM CuSQy, se encontraron 4 secuencias iniciadas en -25;
2 secuencias en -24; y 4 secuencias en -10. En conjunto, se encontraron secuencias mas
largas en las plantas crecidas sin Cu afiadido que en las crecidas con mayores

concentraciones de Cu, donde se encontraron secuencias mas cortas en el extremo 5'.

Como se detall6 anteriormente, en las tres condiciones nutricionales de Cu diferentes
testadas se detectaron transcritos del gen GmPAA2-2. A su vez, todas las secuencias
encontradas retenian un primer intron teérico, que produciria el truncamiento de la hipotética
proteina, que solo mantendria la region de unién a metal en el extremo N-terminal. El andlisis
de las secuencias no mostré otro inicio de la transcripcion que pudiera dar lugar a una proteina

completamente procesada que por traduccién produjera un transportador completo.

Como control de la técnica se analizé el inicio de la transcripcion de los genes
GmPAA2-1y GmPAAL. En el andlisis del gen GmPAA2-1, se encontraron dos puntos de inicio
de la transcripcion diferentes: uno en la posicién -55 en las plantas crecidas en medio sin Cu
afadido y otro en la posicion -22 en plantas crecidas con 10 uM CuSO.. Estos resultados de
nuevo muestran una secuencia 5 UTR (region 5’ no traducida) mas larga en el caso de plantas

crecidas en medio sin Cu afiadido y mas corta en plantas crecidas con 10 uM CuSOa.

En el gen GmPAA1 se encontraron dos inicios de la transcripcion proximos, uno de
ellos en la posicion -57 en plantas crecidas en medio sin Cu afiadido y el otro en la posicion -

60 en plantas crecidas con 10 pM CuSOa.

164



Discusién
En conjunto, los resultados indican la retencién de un intrén tedrico en la secuencia del
gen GmPAA2-2, no detectdndose ninguna forma de procesamiento alternativo de GmPAA2-
2 que pudiera dar lugar a una proteina completa. Las plantas cultivadas con diferentes
regimenes nutricionales de Cu mostraron diferentes inicios de la transcripcion del gen
GmPAA2-2, lo que podria tener algun papel funcional o regulatorio. En diferentes genes se
ha descrito que el uso de multiples inicios de la transcripcion puede aumentar la flexibilidad
en la regulacion génica, afectar a la eficiencia de traduccion, producir una diferente
especificidad o conducir a la produccion de isoformas de proteinas que difieren en su extremo
N-terminal (Navarro-Avino y col., 1999; Morere-Le Paven y col., 2007; Thatcher y col., 2007;
Daras y col., 2014).

1.5.3. Regulacion transcripcional de GmPAA2-1 y GmPAA2-2

Las semillas de G. max se germinaron en oscuridad durante tres dias y se mantuvieron
durante otros 4 dias adicionales en vermiculita. A continuacion se transfirieron las plantas a
cultivo hidropénico en solucién Hoagland Il con tres concentraciones de Cu diferentes: sin Cu
afiadido, 0,5 uM CuSO, y 10 uM CuSOQ4, donde crecieron durante dos semanas (ver apartado
1.3.7 de Materiales y Métodos).

Las plantas, cultivadas segun se detalla anteriormente, mostraron caracteristicas
fenotipicas asociadas a los diferentes tratamientos de Cu. Las plantas crecidas en medio
Hoagland Il sin Cu afiadido tenian los tallos méas largos que las plantas crecidas con 0,5 pM
CuSO., mientras que las plantas cultivadas con 10 pM CuSO. tenian un peso fresco
estadisticamente menor en tallo, hoja y raiz; y mostraban un retraso en el crecimiento, por lo
gue solo tenian 3 hojas diferenciadas, mientras que las plantas cultivadas sin Cu afiadido y

con 0,5 pM CuSOs tenian 4 hojas.

La cantidad de Cu en las plantas respondia al aporte en el medio, conteniendo una
cantidad de Cu significativamente menor las plantas crecidas sin Cu afiadido que las plantas
con 0,5 uM CuSOQOq, asi como una cantidad significativamente mayor las plantas crecidas con
10 uM CuSO0O., en concordancia con otros estudios (Bouazizi y col., 2010; Lequeux y col.,
2010; Leng y col., 2015). A su vez, las raices fueron los 6rganos donde el Cu se acumulaba
en mayor cantidad en todos los tratamientos, respuesta que también se ha observado en A.
thaliana (Wojcik y Tukiendorf, 2003). Esto podria deberse a un mecanismo de tolerancia
desarrollado por las plantas para reducir el efecto del estrés por Cu (Yurekli y Porgali, 2006).
En la distribucion del Cu por la planta se ha visto que las hojas maduras tienen una

acumulacion de Cu significativamente mayor que las hojas jovenes, similar a los resultados

165



encontrados en otros estudios en G. max (Sagasti y col., 2014), lo que puede deberse a que
el Cu no tiene una elevada movilidad en las plantas y, por eso, los sintomas de deficiencia
suelen presentarse en las hojas jovenes en primer lugar (Marschner, 1995).

Las plantas crecidas en exceso de Cu mostraron una disminucion significativa de los
elementos Mn, Zn, Mo, K, Mg, P y S en raices y hojas; y de Fe, B y Ca en hojas. En otras
plantas como A. thaliana, se ha visto un aumento del Zn en plantas tratadas con exceso de
Cu, asi como un aumento del Fe conforme al aumento de Cu (Andrés-Colas y col., 2013). En
Phaseolus vulgaris también se ha descrito una disminucion del Zn, Ky Ca en las hojas de
plantas tratadas con alto Cu (Bouazizi y col., 2010), y en Brassica napus un aumento de la
toma de Mo y una disminucién de B, Mg y Na en las hojas de plantas sometidas a deficiencia
de Cu (Billard y col., 2014). Esto sugiere un desequilibrio en el metabolismo de otros nutrientes

debido a un efecto de los tratamientos de Cu en las plantas.

El estado nutricional de Cu en la planta afecta la expresion de las SOD en plantas, ya
gue estan regulada por este metal y, por tanto, se trata de un indicativo del estado de las
plantas en las condiciones testadas (Cohu y Pilon, 2007). En las plantas crecidas sin Cu
afiadido, se observé una mayor actividad FeSOD, mientras que la actividad de las isoformas
Cu/ZnSOD era mucho menor que en las plantas crecidas con 0,5 puM CuSO.. También se
observaron diferencias entre las diferentes hojas de la planta, encontrdndose una mayor
actividad FeSOD y menor actividad Cu/ZnSOD en las hojas mas jovenes en comparacion con
las hojas mas maduras. Esto podria deberse a la mayor acumulacion del Cu en las hojas
maduras. En las plantas cultivadas con 10 uM CuSO. se aprecié una mayor actividad de las
isoformas Cu/ZnSOD respecto de las crecidas con 0,5 uM CuSOu, lo que concuerda con un
mayor contenido de Cu en las plantas tratadas con 10 uM CuSO..

Los resultados de actividad SOD se complementaron con un analisis por PCR
cuantitativa a tiempo real de las isoformas cloroplasticas GmCSD2 y GmFSD1. Este analisis
confirmo la expresiéon de GmCSD2 principalmente en las hojas de las plantas crecidas con
0,5y 10 uM CuSO., mientras que GmFSD1 se expresaba principalmente en las hojas de las
plantas crecidas sin Cu afiadido, especialmente en las hojas mas jovenes. Estos resultados
guardan una buena relacion con el contenido de Cu en las hojas de las plantas y el estudio

de la actividad de las diferentes isoformas de las SOD.

Paralelamente se evalud la expresion de otros genes de respuesta a Cu, como son los
genes que codifican para las chaperonas de Cu GmCCS y GmCCH. Se vio que el gen de

GmCCS se expresaba principalmente en las hojas de las plantas crecidas con 0,5 pM CuSO.,
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y 10 uM CuSO., mientras que GmCCH se expresaba en las plantas crecidas sin Cu afiadido
(Mira 'y col., 2001a; Ravet y col., 2011). Otro de los genes de respuesta a Cu estudiados fue
el transportador de Cu GmCOPT2. Este transportador se expresa principalmente en las hojas
de las plantas crecidas sin Cu afiadido, concordante con estudios previos (Yamasaki y col.,
2009; Perea-Garcia y col., 2013; Billard y col., 2014). Por otra parte, en las hojas de plantas
crecidas sin Cu afiadido se puede diferenciar entre las hojas mas maduras, que poseen mas
Cu, y las més jovenes. En las hojas mas maduras se observa una menor expresion de los
genes GmFSD1, GmCCH y GmCOPT2, y una mayor expresion de GmCCS respecto de las
hojas mas jovenes. De esta forma, se ponen de manifiesto de nuevo las diferencias entre las

hojas mas maduras y jévenes debido a la diferente cantidad de Cu en los tejidos.

La regulaciéon transcripcional de GmPAA2-1 y GmPAA2-2 se estudi6 por PCR
cuantitativa a tiempo real. Los resultados indicaron una disminucién en la expresion del gen
GmPAAZ2-1 en las hojas de las plantas crecidas en medio sin Cu afiadido respecto de las
plantas crecidas con 0,5 uM CuSOQ., significativa en las hojas H2, H3 y H4; y un aumento en
la expresién en las plantas crecidas con 10 uM CuSO. respecto de las plantas crecidas con
0,5 uM CuSQy, significativo en las hojas H1, que corresponden con las mas maduras. Esto
revela diferencias respecto de la especie A. thaliana, donde la regulacién de AtPAA2 por Cu
no se produce a nivel transcripcional sino postrancripcional (Tapken y col., 2012; Tapken y
col., 2015). Elgen GmPAA2-2 se detect6 en todos los tejidos y condiciones analizados aunque
su expresion parecia mucho menor a la de GmPAA2-1. A diferencia de GmPAA2-1, el gen

GmPAA2-2 no parece tener una regulacion transcripcional por Cu.
1.5.4. Identificacion de proteinas GmPAA2 en G. max

La identificacion de las diferentes proteinas GmPAAZ2 en la planta G. max se ha llevado
a cabo mediante western blot con anticuerpos disefiados contra un péptido sintético
(LQDRREAKDSP) del N-terminal. Mediante este enfoque se pretendia identificar las
diferentes proteinas GmPAA2 en la planta de soja para poder determinar su presencia in vivo.
Utilizando este anticuerpo se identificé una banda de alrededor de 90 kDa de peso molecular
aparente que podria corresponder con el transportador GmPAA2-1 completo en los
cloroplastos, tilacoides y, en menor cantidad, en estroma. Estos resultados parecen
corresponder con estudios previos (Bernal y col., 2007). También se observaron dos bandas
de alrededor de 35 kDa, las cuales podrian corresponder con la isoforma GmPAA2-1T, que
también se localizan en cloroplastos, tilacoides y estroma. La identidad de las bandas
obtenidas se confirmara por métodos de secuenciacion e identificacion, que permitiria la

confirmaciéon de la existencia de las diferentes isoformas de GmPAA2 in vivo, asi como la
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utilizacion de este anticuerpo en futuros estudios. En cambio, no se detecté ninguna banda
cuyo peso molecular pudiera corresponder con GmPAA2-2. Esto podria ser debido a diversos
motivos. Uno de ellos podria ser que la expresiéon de GmPAA2-2 es muy baja en comparacion
de GmPAA2-1 (apartado 1.5.3), lo que podria conllevar la imposibilidad de su deteccion con
este anticuerpo en las condiciones testadas.

2. ESTUDIO DEL ESTADO OLIGOMERICO DE LA CHAPERONA DE COBRE
CCS E INTERACCION CON SU LIGANDO

2.1. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE GmCCS RECOMBINANTE

La chaperona de Cu GmCCS se encarga de entregar el cofactor Cu a su diana, la
Cu/ZnSOD en el cloroplasto y citosol (Puig y Thiele, 2002). Para el estudio de la chaperona,
la secuencia codificante de GmCCS sin el péptido sefal de transito al cloroplasto se cloné en
el vector de expresién en bacterias pPBAD TOPO TA, que cuenta con el promotor inducible por
L-arabinosa Pgap y aflade una cola de seis His en el extremo C-terminal, que facilita la
posterior purificacion de la proteina. Las bacterias se transformaron con la construccién, se
indujo la expresion de la proteina de fusion mediante la adicién de L-arabinosa y se purificd
mediante un Unico paso de cromatografia Co?*-IMAC. La proteina purificada, segln se obtuvo,
se encontraba predominantemente en forma de apoproteina, por lo que no fue necesaria la
introduccién de nuevos tratamientos para extraer el Cu, que de no haber sido asi, hubieran

sido necesarios para llevar a cabo los estudios de la interaccién metal-proteina.

2.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE GmCCS CON COBRE POR
CALORIMETRIA ISOTERMICA DE TITULACION (ITC)

La ITC es una técnica muy adecuada para determinar los parametros termodinamicos
de la interaccion ligando-proteina. La determinacion de dos sitios de uniéon a metal en la
proteina GmCCS concuerda con la presencia de dos sitios de union a metal en la secuencia
primaria de la proteina, los sitios MXCXXC y CXC, en los dominios | y lll, respectivamente.
De acuerdo con la estructura tridimensional simulada de la proteina GmCCS (Sagasti y col.,
2011) y los pardmetros termodinamicos presentados en este trabajo, el sitio de unién a metal
MXCXXC podria corresponder con el sitio 1, el que tiene mayor afinidad y menor capacidad
calorifica, debido a que el dominio | es una region muy estructurada. El sitio 2, con menor
afinidad y mayor capacidad calorifica podria corresponder con CXC del dominio lll, de
estructura desordenada. El mayor cambio en la capacidad calorifica por la unién de Cu* en el
dominio Il podria reflejar importantes cambios en la conformacion y oligomerizacion derivados

de la unién a metal (Schmidt y col., 1999a; Lamb y col., 2001). Utilizando los mutantes ccs y
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formas quiméricas, se demostré que el dominio | no es absolutamente necesario para la
maduraciéon de la Cu/ZnSOD, pero podria funcionar para extraer Cu en condiciones de
disponibilidad de metales restrictivas (Schmidt y col., 1999a). No obstante, todavia no se
conoce si el dominio | puede transferir Cu* al dominio Ill. Esto concuerda con nuestro modelo
donde el sitio MXCXXC en el dominio | corresponde con el sito de mayor afinidad y CXC en

el dominio Ill con el de menor afinidad.
2.3. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TERMICA DE GmCCS

La desnaturalizacion térmica de la proteina GmCCS recombinante en ausencia y
presencia de Cu* se midié mediante la técnica de DSC. Debido a la precipitacion de la proteina
GmCCS sin Cu por encima de 65 °C, y de GmCCS con Cu* por encima de 60 °C, los
resultados son menos informativos. La proteina sin Cu, como se obtuvo por purificacion,
muestra una T, de desnaturalizaciéon de 60,5 °C. En presencia de Cu, la proteina presenta
una fase de desnaturalizacibn a menor temperatura que podria estar relacionada con la
destruccion del estado oligomérico inducido por la presencia de Cu. Esto es esperable ya que
en la oligomerizaciéon intervienen interacciones mas débiles que en el plegamiento de las
estructuras secundaria y terciaria. La fase correspondiente a la desnaturalizacién de la
proteina no se ha podido estudiar convenientemente por la formacién de agregados al

aumentar la temperatura, muy probablemente por la presencia de iones metalicos.
2.4, ESTADO OLIGOMERICO DE GmCCS

Publicaciones anteriores de otros grupos han descrito el efecto de la presencia del Cu
y el Zn en el estado de agregacion de CCS y la interaccion con su proteina diana, Cu/ZnSOD
(Schmidt y col., 1999a; Lamb y col., 2000; Banci y col., 2012b). A pesar de que en la mayoria
de los casos la presencia de estos iones metalicos afecta la distribucion de homo- y
heterodimeros, no se ha llegado a una conclusién clara debido, probablemente, a las
diferentes condiciones experimentales utilizadas en los distintos laboratorios. Nuestros datos
usando cromatografia de exclusibn molecular en FPLC mostraron que la proteina GmCCS
recombinante obtenida como apoproteina puede estar en forma de monémero y dimero,
siendo méas abundante la forma monomérica. Sin embargo, tras la adicion de Cu* a la
suspension de proteina, una parte muy significativa de los monémeros se convierten en
dimeros. Hasta el momento no se conoce el significado fisiol6gico de los diferentes estados
de oligomerizacién encontrados, debido a que el estado de oligomerizacion funcional en que
se produce la trasferencia del Cu desde CCS a Cu/ZnSOD es desconocido. Se podria asumir

gue ambas formas de GmCCS, dimeros y mondémeros, podrian estar presentes en
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condiciones fisiolégicas, debido a que la proteina diana de esta chaperona es
preferencialmente dimérica, a pesar de que un cierto equilibrio entre monémeros y dimeros
de Cu/ZnSOD es la situacion mas probable en la célula. Los resultados de la cromatografia
de exclusion molecular sugieren la presencia de cierto equilibrio entre monémeros y dimeros
de GmCCS, y parece que la presencia de Cu favoreceria el desplazamiento de ese equilibrio

hacia las formas diméricas.
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CONCLUSIONES

La duplicacion génica y los eventos de procesamiento alternativo pueden constituir un
escenario favorable para la especiacion, adaptacion y evolucién de las especies. En
la especie G. max se han encontrado dos genes PAA2, con procesamiento alternativo
en al menos uno de ellos, que podrian producir proteinas con funciones diferentes.
Esto podria traducirse en una caracteristica diferencial y, posiblemente, favorable para
las plantas de esta especie.

Homoélogos del gen PAA2 se han encontrado en todas las especies analizadas, lo que
sugiere que su funcion es de gran importancia para las plantas. En soja, la proteina
GmPAA2-1 parece realizar la funcion de transporte de Cu* a traves del tilacoide de
manera similar a la proteina AtPAA2. A su vez, GmPAA2-1 tiene una funcién especifica
gue no se superpone con la de PAAl a pesar de compartir una gran similitud

estructural con ésta.

La funcién de las proteinas adicionales GmPAA2 que podrian existir en la especie G.
max es desconocida todavia. Es posible que realicen funciones alternativas al
transporte de Cu* a través de la membrana tilacoidal, pudiendo representar una
caracteristica positiva para las plantas que cuentan con ellas. Sin embargo, es

necesaria mas investigacion para determinar estas cuestiones.

El mecanismo de actuacion de la proteina CCS, asi como su funcion de transferencia
de Cu a su diana, Cu/ZnSOD, todavia cuentan con multiples cuestiones por resolver.
La proteina GmCCS parece encontrarse en dos estados oligoméricos diferentes
(mondémero y dimero), viéndose el dimero favorecido por la presencia de su ligando,
Cu*. Esto podria tener una implicaciébn en la interaccion con la Cu/ZnSOD,
mayoritariamente dimérica, en la que la transferencia del Cu podria producirse desde
el sitio de uniéon a metal en el dominio Il de GmCCS, con menor afinidad y mayor

capacidad calorifica que el sitio de union a metal en el dominio I.
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