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Introduccion

El cobre (Cu) y el hierro (Fe) son nutrientes esdes para los seres
vivos aerobios y sus potenciales redox son utitizadn las reacciones de
transferencia de electrones. Sin embargo, estecidagkaredox resulta toxica
cuando los metales de transicion entran en contambointermediarios del
metabolismo aerobio, conocidos como ROfRactive oxygen species
(Halliwell and Gutteridget, 1984). Los organismasabios han desarrollado
estrategias homeostaticas para mantener los nidelless metales adecuados en
la célula y distribuir, espacial y temporalmentes procesos de transporte y
tréfico intracelular de metales para minimizar efad oxidativo al resto de
procesos celulares. En este sentido, recientemeatéha demostrado la
interaccion reciproca entre la homeostasis metdli@ reloj circadiano en
Arabidopsis thalianacomo medio para organizar en el tiempo el trarispobe
metales, adecuandolo a los periodos en que rameltes toxico y como forma
de traducir las sefiales ambientales en informaeidporal. El reloj circadiano
influye sobre las oscilaciones endogenas en laesipr de los genes, en la
sintesis, degradacion y modificacion postraducdidealas proteinas y en los
cambios ritmicos en la estructura de la cromatvMieQlung, 2006; Harmer,
2009; Méas and Yanovsky, 2009; Haydon et al., 20ElLpbjetivo final de esta
interaccion reciproca, entre los metales y el retgria el de coordinar
ritmicamente el metabolismo y la fisiologia y admtns a las condiciones
ambientales para optimizar la eficiencia de progedave para las plantas,
como el crecimiento, el desarrollo y la reproduccio

En este contexto, nuestro interés se ha centmdwraundizar en el
conocimiento de la homeostasis del Cu en la plantalelo Arabidopsis
thaliana Para ello, hemos estudiado los cambios globatedadexpresion
génica y la regulaciéon espacio-temporal de los coraptes de la homeostasis

del Cu. Por ultimo, hemos analizado su interaccidn la de otros metales,
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como el Fe, cuando se alteran los niveles de Cel eredio o la expresion de

sus transportadores en plantas transgénicas.

1. BIOQUIMICA DEL COBRE Y DEL HIERRO

El Cuy el Fe son metales de transicion que ptasama configuracion
electrénica que les permite formar complejos derdinacion con moléculas
organicas o con las cadenas laterales de amingadaague los convierte en
cofactores esenciales en numerosas proteinas denerdes actividades
celulares (Lippard and Berg, 1994; Puig et al.,7208egun las series de Irving-
Williams, que hacen referencia a la estabilidadhtied de los complejos
formados por iones metalicos, elgeria el metal mas estable en la formacién
de dichos complejos (Lippard and Berg, 1994).

En el origen de la vida en la Tierra, donde laéafiera primitiva era
anoxica, probablemente el Fe fue el elemento empleamo cofactor por las
proteinas participes de la transferencia electapnidebido a la elevada
presencia de Béen disolucién en los océanos primitivos. Sin embatgs la
conversién de la atmoésfera en oxidante, mediantctadn de los primeros
organismos fotosintéticos, el Fe pas6 a ser inslkeb su forma oxidada (Ey
ya que se encuentra generalmente presente en derimaroxidos y 6xidos. Al
mismo tiempo, el Cu, que en su forma reducida’@s insoluble, pasé a la
forma oxidada (Cil), que es soluble y, por tanto, accesible paraglasciones
redox organicas, iniciandose su utilizacion portgate los seres vivos y la
sustitucion de algunas funciones previamente dakstas por el Fe (Crichton
and Pierre, 2001).

El Cuy el Fe son elementos traza o micronutrggnta que se necesitan
en cantidades pequefias para el crecimiento, désaydfisiologia de un
organismo, pero a concentraciones por encima dép@asias resultan toxicos.

Existen diferentes mecanismos de absorcion, digfidn y excrecion de los

4
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micronutrientes en funcion de la abundancia dehefeo en el medio o de su
distribucion en los tejidos durante el desarrolEstos procesos no son
independientes para cada micronutriente, ya quexetso o déficit de un
elemento puede influir en la regulacion de otroi esmo desencadenar
alteraciones directas o indirectas en otros precdssias consideraciones ponen
de manifiesto la complejidad con la que se enfrents seres vivos para
asegurarse el abastecimiento de un determinadcomuitiente y evitar su

toxicidad.

1.1 Esencialidad del cobre

Entre las caracteristicas del Cu que permitenssuetn cuproproteinas,
con diferentes tipos de centros de Cu y funcioniebdicas en plantas,

destacan las siguientes:

- Plastocianina, que transfiere electrones en lanzadie transporte
fotosintética entre el citocromo f del complejo débcromo b6f del
fotosistema 1l y el centro P700 del fotosistem&Sé encuentra
asociada a la cara luminar de la membrana tilacai@a los
cloroplastos (Weigel et al., 2003).

- Oxidasas, que catalizan la oxidacibn de moléculagugnas,
reduciendo al @ o a algun derivado, a estados intermedios de
oxidacion. La mayoria de las oxidasas son, o biestefmas
integrales de membrana, como la citocromo c¢ oxid@ax)
mitocondrial (Cobine et al., 2006; Gredilla et &006), o bien se
encuentran en compartimentos como el espacio ekitac el
periplasma o el lumen tilacoidal. Otras oxidasasma@ las
superéxido dismutasas (SOD), son enzimas impodasete la
defensa antioxidante. La SOD de Cu y Zn tiene iseformas
diferentes, localizadas en el citosol (codificada el genCSDJ,
Cu/Zn superoxide dismutase), 1el estroma del cloroplasto
(codificada porCSD2 y el espacio peroxisomal (codificada por
CSD3. Ademas, la FeSOD y la MnSOD, estan localizadagle

5
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cloroplasto y la mitocondria, respectivamente (Bdiestein et al.,
1998). Por otro lado, las ascorbato oxidasas fmacioen la
expansién celular (Pignocchi et al., 2003; Yamanettal., 2005) y
las amino oxidasas participan en la diferenciadi@nla pared
celular (Kumar et al., 1996). Por ultimo, las lasason proteinas
gue siguen la ruta de secrecién y que participagl emodelado de
la pared celular y en el metabolismo de compueftaslicos

(Gavnholt and Larsen, 2002; Cai et al., 2006).

- Cofactor del molibdeno (MoCanolybden cofactgr que necesita Cu
para su biosintesis, ya que el Cu ocupa temporadmarsitio para
la insercion del Mo en la unién al sustrato molyttéana. Entre
los enzimas que requieren del cofactor MoCo hayuralg
implicados en los procesos de asimilacion de remogy en la
biosintesis de acido abscisico (ABA) (Kuper et 2004; Mendel
and Schwarz, 2011).

- Plantacianina, que esta localizada en el apoplsitgolen, donde
interviene en dirigir el tubo polinico por el estig (Kim et al.,
2003; Dong et al., 2005).

- Receptor del etileno (codificado pBf R1 ethylene responsedntre
otros), que es una proteina localizada en el tetendoplasmatico,
donde ha de unir el Cu de manera adecuada pasxrdapeion de
esta hormona gaseosa (Chang and Shockey, 1999; &thah,
2002).RAN1codifica la ATPasa transportadora de Cu, queitacil
el bombeo del metal al lumen del reticulo y ladidg del metal al
receptor ETR1 en el que hay un sitio de union al Cu por
homodimero. La unidn del etileno altera la quintieacoordinacion
del Cu, activando cambios conformacionales en etpter, que
inician la cascada de sefializacion (Guo and E&K&4).

1.1.1. Patologia y sintomatologia asociada a lddieficia de cobre
Las condiciones severas de deficiencia y excesdCuleson poco
habituales en los suelos de forma natural. Sin ggobas comuin una ligera

deficiencia tras el lavado de suelos arenosos pobneCu, que también se

6
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puede ocasionar debido a un exceso de cal o paumento en el pH del suelo.
Ademas, la presencia de materia organica o la Gadidie estiércoles que
retienen el metal, asi como la existencia de mitrgeque restrinjan la absorcion
del Cu, en favor de la de otros minerales, tamhiificultan o impiden la
asimilacion del metal (Marschner, 2002). Los sirstsnde deficiencia de Cu
varian en funcion de la planta, pero una de lasctenisticas mas habituales es
la alteracién del desarrollo reproductivo. A nivaehatomico, las plantas
deficientes en Cu desarrollan anteras mas peqyed@as un escaso numero de
granos de polen (Graham, 1975; Jewell et al., 198&ps sintomas son la
reduccion global del crecimiento y de la actividembsintética, ya que se altera
el funcionamiento de las cadenas de transportetr@héoo, tanto en las
mitocondrias como en los cloroplastos, debido asleasez de cuproproteinas
funcionales, como la citocromo ¢ oxidasa y la pleistnina, respectivamente.
Por tanto, la deficiencia de Cu afecta a la pradidetd de las plantas, lo que
provoca pérdidas econémicas y disminuye el valtrigional de los cultivos.
En dltimo término, la alimentaciébn humana se vetafta, ya que las plantas
forman parte del primer eslabédn de las cadenasasdy son la principal fuente
de nutrientes en la dieta animal (Linder et al.98)9 En humanos, existen
diferentes causas que pueden provocar el défi€duden el organismo, como la
ingesta insuficiente, la deficiencia en su absaorcid algunos trastornos
hereditarios. Entre estos Ultimos se encuentranfermedad de Menkes,
causada por una mutacién en el gen que codifiéel Rasa de Cu, (ATP7A)
(Schlief et al., 2006). Las consecuencias de lacidatia de Cu en humanos
van desde la anemia, a efectos neurolégicos o diz@men la pigmentacion
(Linder et al., 1998).
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1.2 Esencialidad del hierro

El Fe, que se incorpora a las proteinas medidfdéeedtes cofactores,
desempefia funciones clave en diferentes vias nietahd Se conocen
multiples ferroproteinas con diferentes tipos detros de Fe y funciones

biolégicas, entre las que destacan las siguientes:

- Hemoproteinas, que son proteinas que contienemupo grostético
tipo hemo en cuya parte central se encuentra dldsecitocromos
son hemoproteinas capaces de aceptar y donaroelesten las
cadenas de transporte de electrones fotosint&ficaspiratorias.
Otras hemoproteinas son las peroxidasas y catajasasatalizan la
oxidacion de peroxidos y &, compuestos toxicos para los
organismos (Drazkiewicz et al., 2004; Dietz et2006).

- Centros Fe-S. Son complejos con grupos de Fe & participan
como cofactores en multiples funciones como doresdoy
aceptores de electrones en una amplia variedadedeciones
biologicas. Por ejemplo, la ferredoxina contienecentro Fe-S que
interviene en la fotofosforilacion durante la fdmesis. Ademas,
los centros Fe-S pueden actuar como sensores a®ndgciones
ambientales o intracelulares para regular la eidmwegénica y
participan en actividades enziméticas implicadas femciones
como la reparacion de dafios en el DNA (Lill and Miahoff,
2008) y la traduccién de proteinas (Kispal et2005; Yarunin et
al., 2005).

- Ferritina, que es la principal forma de almacenatigel Fe en los
tejidos en los vertebrados y en plantas. Estasagj retienen el Fe
principalmente en los cloroplastos, y lo liberanadeierdo con las
necesidades metabdlicas de la planta (Van Der diag., 1983;
Briat, 1996).
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1.2.1. Patologia y sintomatologia asociada a ladieficia de hierro

La baja disponibilidad de Fe en el suelo es raatente frecuente de
forma natural y provoca graves sintomas en lagtgdaentre ellos la clorosis
foliar, que empieza en los tejidos jovenes, y lduceion de la fertilidad.
Muchas causas provocan la deficiencia de Fe, pongp el intercambio con
otros iones metalicos, como el Cu (Abdel-Ghanyl.e2805; Pilon et al., 2006;
Puig et al., 2007). El exceso de fosfatos en dbsgeie forman complejos con
el Fe, también afecta a su disponibilidad paraldatp (Zhou et al., 2008).
Ademds, los suelos calcareos y arenosos muy lavaddscomo la baja
solubilidad de nutrientes debido al pH, tambiérvpoan que el Fe sea menos
accesible para las plantas (Alloway, 1995).

En humanos, la deficiencia de Fe es uno de la&rdieises nutricionales
mas extendidos y comunes. Segun la organizaciordialude la salud, la
anemia por deficiencia de Fe (anemia ferropénidefta al 25 % de la
poblacion (http://www.who.int/es/). Ademas, se limscrito alteraciones en la
homeostasis del Fe que producen enfermedades hsmaomo la
hemocromatosis y enfermedades neurodegenerativa® da ataxia de

Friedrich o la aceruloplasminemia (Andrews, 200dgFet al., 2002).

1.3. Toxicidad del cobre y del hierro

Una de las principales causas de toxicidad esidttigcion metalica,
que provoca el desplazamiento de los iones esenraif las metaloproteinas
por otros metales que impiden su funcion biolég@ehiai, 1995; Koch et al.,
1997; Desideri and Falconi, 2003; Yang et al., 20P6r otro lado, las mismas
propiedades redox que hacen del Cu y el Fe doseates) esenciales en el
metabolismo aerobio, los convierten en importaageEntes citotdxicos, por su
alta capacidad de incrementar y acelerar la pradiuate radicales hidroxilo a

través de las reacciones de Fenton y Haber-WeigsréF. 1).
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Cu2* [ Fe¥* +-0, — Cu*/Fe?* +0,

Reaccion Fenton
Cu*fFe?* + H,O, —» Cu?*/Fe3 + OH-+ -OH

Reaccion Haber-Weiss
H,0,+-0,, — , O,+OH-+-OH

Figura 1.1. Reacciones de Fenton y de Haber-Weis$os iones Ctf y F€* se
reducen en presencia del radical superéxido y does Cii y F&* contribuyen a
generar el i6n y el radical hidroxilo a partir geréxido de hidrégeno mediante la
reacciéon de Fenton. El balance neto, conocido caraocién de Haber-Weiss, genera
de nuevo el perjudicial radical hidroxilo.

La citotoxicidad del radical hidroxilo reside amextremadamente baja
vida media, dada su alta velocidad de la reacaddnlas moléculas biolégicas
adyacentes al sitio de produccion, por lo que nist&x mecanismos de defensa
antioxidativa. Efectivamente, reacciona rapidamerge las bases puricas y
pirimidinicas del DNA y el RNA, con los amino&cidde las proteinas, como la
metionina y la cisteina, y con las cadenas de acglasos, provocando
peroxidacion lipidica (Halliwell and Gutteridget984). Sin embargo, otros
ROS, como el radical superoxido y el perdxido ddrdgeno, no son tan
peligrosos ya que son menos reactivos, lo quedssite su difusion fuera del
sitio donde se producen y su eliminacién por lagterdas antioxidantes
(Halliwell and Gutteridget, 1984).

En Arabidopsis, diferentes tipos de ROS actian como importantes
moléculas sefiales y se ha analizado la especiididala sefalizacion y la
respuesta a cada tipo de ROS (Gadjev et al., 2B063ste trabajo, se engloban
diferentes andlisis transcriptomicos realizados aamdiciones de estrés
oxidativo causado por distintos tipos de ROS y emamtes que muestran un

aumento en la produccion de los mismos. Estas a@awipaes globales
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permiten agrupar los genes cuya expresion se asidciaumento en la
produccion de cada tipo de ROS, asi como distinguwcalizacion subcelular
mayoritaria (Gadjev et al., 2006).

Las células han desarrollado diferentes mecanisiBoprevencion y
defensa para combatir el estrés oxidativo. En priogar, para prevenir dafios
oxidativos, existen sistemas redox, tales como tiasredoxinas y las
glutarredoxinas (Fernandes and Holmgren, 2004; elamd Mulo, 2013). En
plantas, las tiorredoxinas participan de la dexgingzion de los dafios
producidos por ROS mediante la interaccién y reidacde grupos disulfuro
especificos en las proteinas diana (Buchanan ahdeBa2005; Hanke and
Mulo, 2013). La participacion de compuestos antiaries no enzimaticos,
como el ascorbato y el glutation, y de sistemagmticos de desintoxicacion,
tales como las superoxido dismutasas, catalasasoyigasas, es también clave

en la defensa antioxidativa en plantas (Drazkiewtc., 2004).

1.4. Consecuencias del exceso de cobre

En agricultura el abuso de los tratamientpge contienen Cu,
principalmente usados como antifingicos, esta atanda notablemente los
niveles del metal en el medio ambiente. Las plahgsdesarrollado distintos
sistemas, tanto extracelulares como intracelulg@s, disminuir los niveles de
Cu libre, y asi reducir su fitotoxicidad. Existeosdipos de polipéptidos ricos
en cisteina que se encargan de secuestrar eluelalotioneinas (MTs), que
se acumulan principalmente en los tricomas de tgashy las fitoquelatinas
(PCs), que son especificas de plantas y de alghangos (Rauser, 1999;
Sharma and Dietz, 2006). En la actualidad se é@st@tiendo muchos recursos
para la descontaminacion de los metales presente$ suelo, haciendo uso,

entre otras estrategias, de plantas hiperacum@sadt® Cu (fitorremediacion),
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con el objetivo de incorporar y transportar el rhetda parte aérea y de ese
modo eliminarlo del suelo (Kramer, 2010).

Normalmente, el exceso de Cu en humanos se prguwcexposicion
industrial y por enfermedades hereditarias comerifermedad de Wilson,
causada por mutaciones en el gen de la protein@BTidmologa a la ATPasa
de la enfermedad de Menkes (Reddy et al., 2000ieBeh al., 2006). Ademas,
otras patologias asociadas a alteraciones de aopeoas causan
enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheomé&a enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (Crouch et al., 2007; Westergaal., 2007).

Curiosamente, la administracion de melatonina,resgda por la
glandula pineal, sincroniza los ritmos circadiaeashumanos y una ATPasa
pineal (PINA), variante de la proteina de la enfted de Wilson, muestra una
expresion 100 veces mayor durante la noche queslpdfa (Borjigin et al.,
1999). PINA es capaz de revertir los defectos dnaekporte de Cu en cepas
deficientes en el mismo eBaccharomyces cerevisigBorjigin et al., 1999).
Por otro lado, la ausencia de expresion de losigsica los que se ha implicado
en el metabolismo de Cu, provoca alteraciones sleidos suefio-vigilia y en
las oscilaciones hormonales (Tobler et al., 1986)os dos ejemplos ponen de
manifiesto la posible relacion de la homeostasiCdey los ritmos circadianos
en mamiferos.

Dado que gran parte de los componentes de la raast® metalica
estan conservados en eucariotas, el conocimientosdemecanismos que los
diferentes organismos utilizan para adquirir, zditiy regular el metabolismo
del Cu y el Fe, podria contribuir al avance enedadrollo de estrategias para
tratar de forma mas eficiente un elevado nimerpadelogias provocadas por

las alteraciones de la homeostasis de los metales.
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2. RED HOMEOSTATICA DEL COBRE

Los organismos han desarrollado estrategias nlakesupara mantener
el Cu a unos niveles adecuados en la célula. Leebstasis del Cu a nivel
celular implica el uso de diferentes proteinas eyacias de su transporte y
distribucion a las proteinas diana. Los compondpdeicos de esta red proteica
se encuentran conservados en todos los organisoeriaas, siendo la
levadura Saccharomyces cerevisia®d sistema modelo donde mas se han
estudiado (Puig et al., 2002; Puig et al., 2007).

2.1 Distribucién intracelular en Arabidopsis

En nuestro laboratorio, se ha elaborado una baskts con todos los
componentes de la homeostasis del ClAebidopsisque han sido descritos
hasta el momento en la bibliografia, con el obgetde tener accesible la

informacion de forma ordenada y conjurttéf://www.uv.es/cuatlap{Andrés-

Colés et al., 2013) (Figura 1.2). Estos componestshan organizado por
categorias  funcionales en: transportadores, chaggro quelantes,
cuproproteinas diana y elementos reguladores Henfeeostasis de Cu. Dentro
de cada grupo, se dividen en subcategorias fornpddas diferentes familias
de proteinas que las constituyen. Para facilitactaesibilidad de la informacién
de la que se dispone para cada uno de los compgsnéatia homeostasis del
Cu, se ha incluido un listado de los genes dergrtad subcategorias, con su
cédigo MIPS y con enlaces a diferentes bases desdabn multiples

herramientas.
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Figura 1.2. Componentes de la homeostasis del Cu émabidopsis thalianaa nivel
subcelular. Los transportadores de membrana estan represenpadodvalos azules
claro; los factores de transcripcion, por évalogl ascuro; las carabinas moleculares,
por rectangulos verdes; las metalotioneinas, pead@nos naranja; las reductasas, por
Ovalos amarillos y las cuproproteinas diana, palas/fucsia. Las flechas indican el
sentido del transporte de iones y las lineas pdatedndican posibles rutas de
transferencia de Cuhtfp://www.uv.es/cuatlab/figures.htjnlLos nombres de los genes
gue se muestran en la Figura se indican en eldntfi@breviaturas (Paginas vi-x).

El primer paso para la adquisicién de Fe y Cu itapla reduccion del
metal, llevada a cabo por reductasas de Fe y Ca faeilia FRO (Figura 1.2).
Se han caracterizado 8 miembros de la familia dectasas de Fe. FRO2 y
FRO3, son los componentes responsables de la aigpiidel Fe en raices (Wu
et al., 2005; Mukherjee et al., 2006). FRO3 tamigarticipa en la adquisicion
de Fe y Cu desde el suelo (Wu et al.,, 2005; Mukkergt al., 2006).
Recientemente se ha descrito la induccién de thsctasadRO4y FRO5en
deficiencia de Cu y su funcionamiento en la redutcie Cu a nivel subcelular

(Bernal et al., 2012). FRO6 es especifico de tejiderdes y presenta en su
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promotor elementos reguladores que median la athivale genes de respuesta
a laluz (Feng et al., 2006).
En Arabidopsis thalianase han identificado varias familias de

transportadores de Cu (Figura 1.2):

- La familia COPT ¢opper transportefs homologos de
transportadores de Cu de alta afinidad de la fanliTR de
levadura. Dada su relevancia en este trabajo, seribigan con
detalle en el Apartado 5.

- La familia ZIP ZRT/IRT related proteifstransportadores de iones
metalicos divalentes de baja especificidad (Gué&rin000). Estan
ampliamente distribuidos en eucariotas y Arabidopsis esta
familia la constituyen 14 miembros (Maser et al00D). Las
proteinas ZIP1, 2 y 3 estan implicadas en el trensple zinc (Zn)
(Grotz et al., 1998; Wintz et al., 2003), mientcage ZIP2 y ZIP4
podrian presentar cierta especificidad por Cu (¥Veital., 2003).
El transportador IRT1, pertenece a la familia ZIPaynque el
sustrato preferente es el Fe, este transportadinida es capaz de
incorporar Cu, manganeso (Mn), Zn y cadmio (Cdd¢Eet al.,
1996; Korshunova et al., 1999).

- La familia NRAMP (atural resistance-associated macrophage
protein): transportadores de iones metalicos de ampli@otsp
NRAMP3/4 participan en la movilizaciéon de las ressrde Fe de
semillas deArabidopsis (Thomine et al., 2003; Lanquar et al.,
2005).

- La familia de transportadores YSL: se han descritmmo
transportadores de metales, conjugados con nicotima, de Fe,
Cu, Zn, Mn, cobalto (Co) y niquel (Ni) (Curie et,&009).

Una vez en el citosol, diferentes metalocarabisasencargan de

distribuir el Cu a sus distintos destinos intralzeks (Figura 1.2):
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16

CCS ¢opper chaperone for superoxide dismujase encarga de
transportar el Cu hasta la Cu/Zn SOD citosoélicéoyoplastica (La
Fontaine et al., 2002; Pilon et al., 2006).

CCH y ATX1 se ocupan del transporte de Cu a ATPdsaspo P
localizadas en las membranas de compartimentosa deith de
secrecion (Himelblau et al., 1998; Mira et al., 20@uig et al.,
2007).

COX17 ytochrome c¢ oxidase 1fue proporciona Cu al complejo
citocromo c¢ oxidasa (COX) en la mitocondria (Baianénd
Castresana, 2002).

Las ATPasas de tipo P, localizadas en diferentesnbranas
celulares, se encargan de transportar el Cu fuelraitbsol. En
Arabidopsis thalianase conocen 4 miembros de esta subfamilia:
RAN1/HMA7, RAN2/HMA5, PAA1/HMA6 y PAA2/HMAS8
(Figura 1.2):

a. RAN1/HMA7 se encarga de suministrar Cu al receputer
etileno, codificado por genes cont®TR1 (Hirayama et al.,
1999).

b. RAN2/HMAS interviene en procesos de desintoxicacipn
exportacion al exterior celular en condiciones xigeso de Cu
(Andrés-Colas et al., 2006).

c. PAALI/HMA6 y PAA2/HMA8 son importantes en la
distribucion de Cu al cloroplasto. PAAL1 media @nsferencia
de Cu a través de la membrana del cloroplasto, peara
transportado hasta la plastocianina y la Cu/ZnSQD ek
estroma. Por otro lado, PAA2 bombea Cu a travédade
membranas tilacoidales, mediando el transporte wdéasta la
plastocianina (Shikanai et al., 2003; Abdel-Ghanhgle 2005;
Pilon et al., 2006; Bernal et al., 2012).
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3. REGULACION TRANSCRIPCIONAL Y POSTRANSCRIPCIONAL

3.1 Los miRNAs y el estrés abidtico

Los micro-RNAs (miRNAs) son moléculas pequeiias RI¢A que
contribuyen a la regulacion postranscripcional de elkpresion de genes
especificos, induciendo la degradacion por fragaedn de los mRNA diana.
Esta regulacion tiene lugar a través de difergmtesesos como la degradacion
directa del mRNA diana mediante el sistema DICER@R®b la inhibicion de la
traduccion (Bonnet et al., 2004; Jones-RhoadesBatkl, 2004; Xie et al.,
2005). Algunos de los miRNAs en plantas estan itaplos en la respuesta al
estrés como por ejemplo el control del estatusaiomal de fosfato y sulfato y
en una amplia variedad de procesos del desareddle tomo la elongacion del
hipocotilo, la raiz y la transicion de fase vedgetaa reproductiva (Yamasaki et
al., 2007; Buhtz et al., 2010).

El miR395se induce en ayuno de sulfato y la homeostasiesiato
estd parcialmente controlada por el miR399. AmbiRNAs podrian actuar
como transmisores de la informacion a larga disaamracias a su transporte a
través del floema desde el brote hasta la raia par degradar sus mRNA
dianas (Buhtz et al., 2010). Ademas, la privaciérfasfato regula la expresion
de otros miRNAs, induciendo a logR156, 399, 778, 8372111, mientras que
reprime la expresion de 10siR169, 39% 398 (Meng et al., 2010) (Figura .3).
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(mz/sND)

Plantacianina

Figura I.3. Resumen de la accién de miRNAs asociasl@al desarrollo y al estrés en
Arabidopsis Los miRNAs se agrupan segun el tipo de procesceleque estan
implicados. Estos a su vez, se representan emggdté blancos y las dianas de cada
uno de los miRNAs por évalos grises. Modificadddartin et al., 2010). Los nombres
de los genes que se muestran en la Figura se meicael indice de abreviaturas
(Paginas vi-x).

Ademas de la deficiencia de nutrientes, numeresteses abiodticos
inducen la expresion de miRNAs, como la luz UViBIR156/157 172) y el
estrés por frioriR172y 397) (Martin et al., 2010) (Figura I.3Muchos de los
miRNAs son inducidos por diferentes estreses, egitos el miR397, cuyas
dianas son lacasas Ambidopsisy Brachypodium(Martin et al., 2010) (Figura
1.3). Este hecho pone de manifiesto que las rutas delizefién tienen
elementos comunes que conducen a la induccion adeslimiRNAs y que
comparten las respuestas derivadas de la accifws drismos, lo que explica

parte de las interacciones y respuestas cruzattesestreses abidticos.
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3.1.1 Los miRNAs en deficiencia de Cu

A diferencia del ayuno de sulfato y fosfato, ere dos miRNAs se
dirigen contra los transportadores y diferentesneziz (Martin et al., 2010), en
deficiencia de Cu los miRNAs se encargan de degradas mRNAs de los
genes de cuproproteinas. Estos incluyen noBNAs 397 408 y 857, que
participan en la regulacion de proteinas de Cu,octamplantacianina y las
lacasas (Burkhead et al., 2009; Pilon et al., 2000hto a estos, ehiR398
también se induce en deficiencia de Cu y tiene cdimaas las Cu/ZnSOD
(CSD1 CSD2, su cuprocarabin@CSy la Cox5b-1 subunidad de la citocromo
¢ oxidasa. Curiosamente, la expresiondd#R398 y como consecuencia la de
sus dianasCSD1 y CSD2 sufren una oscilacion diurna con patrones
complementarios (Siré et al.,, 2009). Se considesa lg union del Cu a sus
proteinas diana es tan fuerte que, en condicioeateficiencia del metal, hay
gue eliminar la expresion de dichas cuproprotem@ao Unico medio para
evitar el consumo de Cu por las mismas, reservasioel metal para las
cuproproteinas imprescindibles como la plastocanin

La deficiencia de Fe produce una reduccion de [@esion de los
mMiRNAs sensibles a la deficiencia de Cu y al aydadosfato (Buhtz et al.,
2010). De este modo, lamiRNAs 397, 398, 399, 408 2111 disminuyen
notablemente durante la deficiencia de Fe, mostrand respuesta opuesta a la
observada en deficiencia de Cu. Un analisis mé&slaeéo de la expresion de los
miRNAs por tejidos (raices, hojas y haces vascs)amvel6 que aniR397y el
miR408 presentan una mayor expresion en el floemamiR397también se
acumula en raices y permanece indetectable en, mjestras que ahiR408
responde a la inversa. EliR398se detecta en los haces y en las hojas pero no
en las raices (Buhtz et al., 2010). Estos resudtaddican la complejidad del
estudio de la funcion de los miRNAs en las res@sest la deficiencia de
nutrientes y resaltan la importancia que los pasaspaciales y temporales de

sus expresiones cumplen en dicha funcion.
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3.2 Los miRNAs y las transiciones de fase en ebdeslo

Los miRNAs desempefian funciones cruciales en usli@amango de
procesos relacionados con el desarrollo en lastgdarBe ha detectado la
expresion de multiples miRNAs en la germinaciétedesemillas y en plantulas
de Arabidopsis Algunos de estos miRNAs estan involucrados aedalacion
de procesos del desarrollo mediados por hormoabss tomo el ABA y las
auxinas (Liu et al., 2007; Martin et al., 2010)rd3t miRNAs participan en el
control del crecimiento de la raiz y estan implasen la sefalizacion por
auxinas y respuestas al estrés (Meng et al., 28b0)iltimo, las transiciones de
fase vegetativa a reproductiva también estan maslipar la accion ejercida por
mMiRNAs (Schwab et al., 2005).

A su vez, muchos procesos del desarrollo estamatados por el reloj
enddégeno en plantas (Dowson-Day and Millar, 1998zdanbakhsh et al.,
2011; Ruts et al., 2012). Por ejemplo, el procestadioracion deéArabidopsis
es dependiente del fotoperiodo y se acelera eniaionds de dia largo,
mientras que se retrasa en condiciones de dia (Rdden et al., 2002). La
floracion enA. thalianatambién esté controlada por ImERNAs156y 157, que
se expresan fuertemente en la transicion de fagtatéva a reproductiva y en
la inflorescencia (Schwab et al., 2005). Muchadagedianas son factores de
transcripcion, lo que incrementa el potencial deegulacion. Por ejemplo, 11
de los 17 genes de la familia de factores de trgoeéén SPL (ver el siguiente
Apartado) son dianas de los miRNAs reguladoresadiotaciéon (Rhoades et
al., 2002). Por otro lado, ehiR172 promueve la floracibn a partir de la
regulacién postranscripcional de diferentes fastdeetranscripcion (Aukerman
and Sakai, 2003) y sus niveles estan reguladolmiuracion del dia. Por tanto,
la floracién implica la represién de logR156y 157y la inducion demiR172
Curiosamente, a pesar de su funcion en la tramsidgola fase vegetativa a la

reproductiva, se ha descrito que ImsR156 (a, g y h) deArabidopsis se
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expresan mas en raiz que en hojas o haces vascdé&apanta adulta (Buhtz et
al., 2010).

3.3 Familia SPL

En Arabidopsis thalianase ha identificado una familia génica que se
denomina SPLIQUAMOSA promoter-binding protein-likepnstituida por 17
genes, que codifican proteinas con el dominio cuade de union al DNA
SBP SQUAMOSA promoter-binding prote)n&ardon et al., 1997; Cardon et
al., 1999; Kropat et al., 2005). El dominio SBPuse a promotores de genes
gue participan en procesos fundamentales del ddisarmprincipalmente
asociados a la reproduccion (Cardon et al., 199%g ¢t al.,, 2003). Se ha
descrito la union especifica del dominio SiBRvitro a motivos presentes en el
promotor del getsQUAMOSAiImplicado en el desarrollo del meristemo floral
de Antirrhinum majus,y a su ortélogo emrabidopsis thalianaAPETALAL,
AP1 (Huijser et al., 1992; Klein et al., 1996). La @eccia consenso de union
del dominio SBP contiene el motivo de 4 nucledti@®BAC. Para algunos
miembros de la familia SPL se han descrito motivds extensos de union al
DNA que contienen esta secuencia. Por ejemplo, &rRedonoce el motivo
CCGTAC(A/G) y SPL3, el motivo CGTAC (Birkenbihl at., 2005; Liang et
al., 2008; Nagae et al., 2008).

Los genes con dominio SBP se pueden agrupar Ipgefiia o por las
caracteristicas de su expresion génica. De aceersu tamafio y su patron de

expresion, se pueden clasificar en:

* SPLs de mayor tamafio y expresadas constitutivam&Rel,
SPL7, SPL12, SPL14 y SPL16.

e SPLs de tamafio medio y reguladas espacio-temparsdmsPL2,
SPL6, SPL8, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13a, SPL130 &P
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» SPLs de menor tamafio y reguladas espacio-temporam8&PL3,
SPL4 y SPL5.

Segun la filogenia se subdividen en 9 subfamiliasados (Preston and
Hileman, 2013). La disponibilidad de genomas cotaphente secuenciados ha
permitido, a partir de patrones de duplicacion cggnila reconstruccién
filogenética de la familia SPL (Guo et al., 2008]isas et al., 2012; Preston
and Hileman, 2013). El factor SPL3 es el ortélogoSiBP1de Antirrhinum
majus y recientemente se ha descrito que también loebsgein CNR de

Solanum lycopersicuigbalinas et al., 2012).

3.3.1 Regulacién postranscripcional de SPLs

Los miembros de la familia SPL de tamafios mediap@guefio estan
regulados en diferentes estadios, que van desdeanaicion vegetativa al
crecimiento reproductivo y desarrollo floral. Com éxcepcién de algunos
miembros, como por ejemplo SPL8 y SPL14, los coraptes de estas dos
subfamilias son dianas de losiR156y 157 (Rhoades et al., 2002; Wu and
Poethig, 2006; Gandikota et al., 2007). De acueaioesto, la regién 3'UTR de
los SPL dianas contiene un motivo funcional de uesfa a miRNAs que es
complementario a logiR156y 157. Se han generado plantas sobreexpresoras
de SPL3 con la region que comprende el elementcesiguesta a miRNAs
(MRE) interrumpida, lo que permite la deteccionlaegroteina SPL3. Como
consecuencia de la sobreexpresion de SPL3, y dmidancia de un MRE
funcional, dichas plantas tienen exacerbado eltiigmale floracion temprana
(Wu and Poethig, 2006; Gandikota et al., 2007).
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3.4. Regulacion transcripcional en deficiencia delire

En Chlamydomonase ha demostrado que la secuencia palindrémica
GTAC, denominada CuREcd@pper-response elemgntes esencial para la
expresion de los genes de respuesta a deficieadiudya que la alteracion de
cualquiera de los cuatro nucleétidos en los prorestale los genes diana
impide su expresion (Cardon et al., 1999; Birkehéttal., 2005; Kropat et al.,
2005; Yamasaki et al., 2007; Andrés-Colés et &132 CRR1 Cu response
regulador ) es el factor de transcripcion con dominio SBP padicipa en
dicha regulacion (Kropat et al., 2005).

El dominio SBPesel unico dominio comun en toda la familiaegta
formado por unos 78 aminoécidos, entre los quensaeatran 6 Cys y 2 His
muy conservadas que dan lugar a dos estructuradedes de zinc (Zn)
necesarias para la union eficiente del dominioNAOBirkenbihl et al., 2005).
En condiciones de deficiencia de Cu, los lugaresrién del Zn en el domino
SBP estan ocupados por Zn y la proteina se localizael nucleo, donde
interacciona con los componentes del aparato ftigegmal, gracias al
dominio adicional con las repeticiones de anquifinativos de 33 aminoacidos
repetidos en tandem) y activa la expresion de évgeg diana. El Cu y el Hg
inhiben la union al DNAin vitro y dicha unién también se reduce por
mutaciones en el residuo conservado de His delrdondBP (Kropat et al.,
2005; Sommer et al., 2010).

Por otro lado, el extremo carboxi-terminal de fatpina CRR1 podria
actuar como sensor de los niveles de Cu ya guieesm Cys. Sin embargo, la
deleccion de este dominio no produce alteracionda sefializacion nutricional
por Cu (Kropat et al., 2005; Sommer et al., 2010).

En la familia SPL deé\rabidopsis,SPL7 es el miembro cuyo dominio
SBP presenta el mayor grado de identidad con ekdelador de deficiencia de
Cu CRR1 deChlamydomonagKropat et al., 2005; Yamasaki et al., 2007)
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(Figura 1.4) A nivel global, los miembros de mayor tamafio (SP123, 14 y
16), junto a SPL7, presentan mayor homologia coORTRomo se muestra en
la Figura 1.4, SPL1 y 12 comparten con CRR1 todssdominios descritos.
SPL3 contiene en su secuencia, junto a las SPL1,12, una regién con
homologia al dominio SBP extended region SB{Kropat et al., 2005; Preston
and Hileman, 2013) (Figura 1.4).

CRR1
AHA SBP ext. SBP anquirina Cys

TIPO I

sy T ——-

sei1 TN

sz -
spL14 HER -

=
st I

TIPO II1

sz —— —

SPL1/7/12/14/16  Todas _5PL1/12/14/16 SPLL/7/12/14

= AHA; importante en la actividad de otros activadores transcripcionales
= S5BP, SQUA promoter binding protein; SQUAMOSA (MADS-box gene)
extended SBP, regién con hemelogia al dominio SBP

repeticiones anquirina
= repeticiones ricas en Cys

EECOEN

Figura 1.4. Dominios de las proteinas CRR1 y SPLd.os rectangulos indican los
dominios: AHA, importante en la actividad de otros activadoteanscripcionales
(rectangulo gris); SBPSQUAMOSA promoter binding proteime union al DNA
(rectangulo fucsia)extended SBRegion con homologia al dominio SBP (rectangulo
rosa); repeticiones anquirina (rectangulo morad)eticiones ricas en Cys (rectangulo
verde). Las proteinas SPL se han agrupado por taermafos tipos | y Ill. Los nombres
de los genes que se muestran en la Figura se meicael indice de abreviaturas
(Paginas vi-x).
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Las secuenciass reconocidas por SPL7 contienen motivos GTAC y se
encuentran en los promotores de genes que se ampeesdeficiencia de Cu
(Nagae et al., 2008; Yamasaki et al., 2009). Easesbndiciones, el mutante
spl7 no induce la expresion de los genes de los trarasimyes COPT]
COPT2 COPTG ZIP2y YSL2 el de las reductas&R03 FRO4y FRO5,el de
las metalocarabingd8CHYy CCSy el de laFSD1, asi como tampoco exprelea
miR398, miR397, miR408miR857(Burkhead et al., 2009; Pilon et al., 2009;
Yamasaki et al., 2009; Bernal et al., 2012; Gaktadina et al., 2013). Por lo
tanto, SPL7 se considera un componente centratgsaeo en la regulacién de
genes de respuesta a deficiencia de Cu, ya quenién directa a motivos

GTAC de los promotores desencadena:

I. El aumento en la incorporacion de Cu exdgeno airpdd la
expresion de sus propios transportadores.

Il. La eliminacion de cuproproteinas no esenciales ¢daslacasas o la
plantacianina, CuSOD y CCS) dianas de los miRNAlsi¢gidos en
deficiencia de Cu.

lll. La sustitucion de metaloproteinas con funcioneslasies, como las
SOD de Cu/Zn que se sustituyen por la de Fe (Figbya
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Figura 1.5. Regulacién de la expresidn génica en figiencia de Cu La regulacién
por deficiencia de Cu desencadena tres estratdyjidsmento de la incorporacion del
Cu tras la activacion de la familia COPT; Il) Elmacion de cuproproteinas via la
accion de los miRNAs; y Ill) Sustitucion de las aleproteinas. Los nombres de los
genes gque se muestran en la Figura se indicaniedie¢ de abreviaturas (Paginas vi-
X).

Se considera a los cloroplastos como los mayarasuenidores de Cu
de la célula y la expresiéon de cuproproteinas ésesccomo la plastocianina,
no se ven afectadas en deficiencia de Cu por I6GNMs (Yamasaki et al.,
2007; Dugas and Bartel, 2008; Beauclair et al.,02@ernal et al.,, 2012;
Andrés-Colas et al., 2013). Sin embargo, la expresie la Cu/ZnSOD
cloroplasticaCSD2es sustituida por la de FSD1,con el objetivo de destinar
el escaso Cu a la plastocianina. En condicionesexteso de Cu, este
mecanismo se invierte, de manera que-&D1 es sustituida por 1£SD2
(Abdel-Ghany et al., 2005; Pilon et al., 2006; Petigl., 2007).
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3.5. Regulacion transcripcional en deficiencia deetro

Entre otros mecanismos, la respuesta primariaadeplantas a la
deficiencia de Fe es controlada a través de la mada transcripcional. El
estudio de la respuesta a la deficiencia de Fewgantes de tomate llevé a la
identificacion del factor de transcripcion FER gmtalfa-hélice-alfa (bHLH),
gue controla la induccion de la expresién de laictaba de FERO2y del
transportadorlRT1 en la raiz (Ling et al., 2002). El ortdlogo de FER
Arabidopsises el factor de transcripcion inducido en deficiarde Fe, FIT1
(Colangelo and Guerinot, 2004). La secuencia causee reconocimiento de
FIT1 en los promotores de los genes diana, conocm@o E-box, es
CANNTG. Sin embargo, esta secuencia no se encusotyeerrepresentada
entre los genes inducidos por FIT1, por lo questautacion de los genes diana
probablemente requiera otros mecanismos adicio(@tangelo and Guerinot,
2004).

Entre los genes inducidos por FIT1 se encuerfiiaR e IRT1, otros
transportadores de Fe, comidr2y NRAMP1y el transportador de CGOPT2
Diversos analisis globales de expresion génicacamdigue, en condiciones de
deficiencia de Fe, se inducen los genes que cadifiara las reductaseR0O2
y FRO3 el transportadotRT2,y NAS1ly NAS3en las raices (Wintz et al.,
2003).

4. RELOJ BIOLOGICO CIRCADIANO EN Arabidopsis thaliana

Recientemente, en diferentes grupos hemos derdosiaainteraccion
reciproca entre la homeostasis metalica y el m@hojpdiano enArabidopsis
thaliana (Andrés-Colas et al., 2010; Hermans et al., 201lerCet al., 2013;
Hong et al., 2013; Salome et al., 2018% considera que esta interaccidén es un

modo de traducir las sefiales ambientales en infaématemporal para
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sincronizar la nutricion a las condiciones ciclichsrnas a fin de coordinar
ritmicamente, y en Uultimo término, el metabolismal, desarrollo y la
reproduccion de las plantas. Se conoce que elaietaidiano regula al menos al
30 % del transcriptoma derabidopsis(Michael et al., 2008).

4.1 Caracteristicas del reloj circadiano

Los efectos de los relojes biolégicos se tradusera existencia de
ritmos, ya sean bioquimicos, fisiol6gicos o de cortgmiento en los seres
vivos. Un ritmo bioldégico es una oscilacion de uargmetro bioldgico
dependiente de un reloj endégeno y de sincronieadambientales. El reloj
biolégico mas conocido es el circadiano (del laifoca diem alrededor de un
dia), encargado de controlar los ritmos que sdemmgion una periodicidad de
aproximadamente 24 h. Son ritmos ligados a la ifmade la Tierra y a las
consecuencias que lleva consigo principalmente esddrvariacion de las
condiciones luminicas y de la temperatura (BelledPseh et al., 2005). Los
ritmos estdn generados enddgenamente y son auémikbss, debido a la
persistencia de las oscilaciones en condicionestaoies. Se sincronizan con
los ciclos ambientales de luz y temperatura y, daal reloj se ha estabilizado,
el periodo de la oscilacion se mantiene constadentro del rango de
temperaturas fisiologicas (Mas, 2008).

Los parametros que describen los ritmos circadiaona principalmente
tres: el periodo, que define la duracion de undaxsén, la amplitud, que es el
margen de variacion de la respuesta observad&agéda que es el momento del
dia para cualquier evento dado (McClung, 2006).

Algunos términos empleados en la nomenclaturarele] circadiano
son, por ejemplo, las rutas de entradauts, que son secuencias de eventos a
través de los cuales la informacion ambiental &sstiucida al oscilador y las

rutas de salidao(tputd, que son las sefiales y los elementos de la waci€ch
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de las mismas que conectan al oscilador con loxepos biolégicos
controlados. La oscilacién ritmica de un procesoc@ndiciones constantes de
luz y temperatura, se conoce como oscilacion lifree-running y es la
principal evidencia de la naturaleza enddgena itimlor Se produce tras el
entrenamientogntrainment necesario para que el reloj se sincronice con los
ciclos ambientales externos de luz y temperatuaasdiial externa, que ajusta el
ritmo endogeno y las sefiales ambientales se deaorsincronizador

(zeitgebey.

4.2 Bioquimica del reloj

Aunque entre los diferentes grupos de organisraastan conservados
los principales componentes de los ritmos circamianlos mecanismos
moleculares usados por el oscilador central dedijes en eucariotas si lo
estdn, y consisten en circuitos de retroalimentacide regulacion
transcripcional, postranscriptional y postraducalonterconectados entre los
componentes genéticos del reloj (Dunlap et al.6199

El modelo propuesto pafeabidopsisincluye un oscilador central, con
una parte matutina y otra nocturna, al que se sumarcompleja red de bucles
de retroalimentacion adicionales en torno al nudelbreloj (McClung, 2006;
Harmer, 2009; M&s and Yanovsky, 2009). El osciladentral del reloj
circadiano deArabidopsisesta constituido por los genes de los factores de
transcripcion de tipiMYB: CCAl(circadian and clock associated {Wang
and Tobin, 1998) ¥ HY (late hipocotyl elongatgd Schaffer et al., 1998), cuyos
productos llevan a cabo funciones parcialmentengaiites (Mizoguchi et al.,
2002; Lu et al., 2009). Otro componente del nudelareloj esTOC1 (timing of
chlorophyll a/b binding protein)l(Makino et al., 2000; Strayer et al., 2000),
gue pertenece a la familia de reguladores de sesploesta, junto con otros
cinco miembros (TOC1 o PRR1, PRR3, PRR5, PRR7 y®RRSs mutantes

29



Introduccion

de pérdida o ganancia de funcién en alguno dadésscomponentes del ndcleo
del reloj biolégico provocan arritmia o alteracienen el periodo (McClung,
2006).

Por lo tanto, CCA1, LHY y TOC1 constituyen el rémldel reloj
circadiano y forman entre si un primer bucle deoedimentacion en el que
CCAly LHY se unen a la misma region promotord @1, lo que conduce a
la represion transcripcional d@C1(Harmer et al., 2000; Alabadi et al., 2001).
Por otro lado, el aumento de la expresionr@C1 produce la activacion de la
transcripcion deCCAly LHY (Alabadi et al., 2001) (Figura 1.6). Por lo tanto,
este bucle de retroalimentacion de la expresiélicgé&sonduce a la oscilacion
ritmica de la expresion deCA1/LHYy TOC], que resulta en el maximo de
expresion deCCAly LHY en el amanecer y d&€OC1 en el anochecer.
Recientemente, se ha propuesto un modelo mas dongaea el nucleo del
oscilador central. Este modelo incluye al §&rE8,que codifica para un factor
de tipo MYB, como CCAly LHY, y que participa en la regulacién de la
expresion de ciertos genes relacionados con ¢leeltuncion del momento del
dia (Sanchez and Yanovsky, 2013). RVE8 promuevexXaresion de un
conjunto de genes que presentan elemert@ningen su promotor (EE,
AAATATCT, (Harmer et al., 2000)), como por ejeml®@C1ly PRR5(Rawat
et al., 2011). A su vez, PRR5 inhibe la expresiérR&V8 provocando otro
bucle de retroalimentacion (Rawat et al., 2011j{Fa 1.6).
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Figura 1.6. Modelo del oscilador central del relojcircadiano de Arabidopsis Las
flechas indican induccion y las lineas romas represlLos Ovalos amarillos
corresponden a genes cuyos maximos de expresigrenalurante el dia; y los 6valos
azules, a los de la noche. Los nombres de los gueese muestran en la Figura se
indican en el indice de abreviaturas (Paginas .vi-x)

4.3 Inputs y outputs del reloj

La luz y la temperatura son los factores ambieatalinputs cuyos
efectos sobre el reloj han sido mas ampliamenteliestos. La influencia de la
luz sobre el reloj tiene lugar a través multiplgmg de fotorreceptores. El
fotorreceptor ZTL controla la estabilidad de la tpfopa TOC1, de forma
dependiente de la luz azul. Ademas, la luz roja §zul afectan al reloj a través
la sefalizacion mediada por los fitocromos y cdptos, respectivamente
(Genoud et al., 1998; Devlin and Kay, 2000). Auncele efecto de la
temperatura commput del reloj no ha sido tan ampliamente estudiado ceimo
de la luz, la expresién deCAL LHY y TOC1 es sensible a la temperatura
(Gould et al., 2006). Por otro lado, los ge#R7y PRR9juegan un papel
importante en la compensacion del reloj circadianoplantas sometidas a
cambios de temperatura (Salome and McClung, 2Q@E&).bajas temperaturas
(Fowler et al., 2005; Bieniawska et al., 2008; Nuichi et al., 2009), los
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cambios estacionales y procesos como la transggodesarrollo vegetativo a
reproductivo y la dormancia, estan regulados porekdj (McClung, 2006;
Nozue et al., 2007). Curiosamente, los ritmos diareos pueden ser detectados
incluso en plantulas etioladas no expuestas ascid® luz y temperatura
(McClung, 2008).

La observacion de la periodicidad del movimierdioaf fue uno de los
primeros procesos que permitié estudiar la ritnaididcircadiana y su
mantenimiento en ausencia de ciclos ambientalesreog (Millar et al., 1995).
Otros ejemplos de procesos controlados por el rifincadiano en plantas son el
crecimiento del hipocotilo, la apertura y el ciede flores, asi como la
localizacién subcelular de los cloroplastos y laspuestas frente al estrés
bidtico (Bhardwaj et al., 2011; Burgess and Sead,l; Wang et al., 2011).

La apertura estoméatica, que también esta reguladaodo circadiano,
presenta unos circuitos de retroalimentacion quéralan a los canales de agua
0 aquaporinas y a los transportadores de ionegsagos para regular el
potencial osmético en las células guarda (Moshedioal., 2002; Siefritz et al.,
2004). El calcio es uno de los iones que intervieaméa apertura estomatica y se
han descrito oscilaciones circadianas en los revele calcio citosdlicen
Arabidopsis thaliangy Nicotiana plumbaginifoliaSin embargo, el calcio libre
del cloroplasto parece Unicamente oscilar con urioge circadiano en
oscuridad y no en luz continua (Johnson et al.5198n el caso del Cu, la
apertura estoméatica, controlada principalmenteA®A, se ha relacionado con
la formacion de perdxido de hidrégeno por una ansixidasa de Cu e¥icia
faba(An et al., 2008).

Ademads, la sintesis de hormonas y las respuestsingucen son
procesos regulados por el reloj (Harmer et al.,0200hain et al., 2004;
Novakova et al., 2005; Covington and Harmer, 20&f¢ctivamente, estudios
transcriptomicos globales han permitido la compgéraentre los genes que

oscilan diumamente y los genes de respuesta a hagn&stos estudios han
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desvelado que, un gran nimero de genes de respud®d y a jasmonatos

oscilan diumamente de forma dependiente del ré8lej.ha sugerido que la
expresion de estos genes podria estar preparatadplanta frente a posibles
estreses medioambientales que se producen correcasgricia a determinadas
horas del dia, anticipAndose a ellos y mejoranddaasdefensas de la planta
(Mizuno and Yamashino, 2008).

A nivel molecular, la relacion directa entre elrésthidrico y el relgj
biolégico se basa en la union de TOC1, que actdsmaepresor, al promotor
del genABAR(Legnaioli et al., 2009). Ademas, el ABA promuédaexpresion
de TOC1 de un modo dependiente del gen ABAR (Legnaiolalet 2009).
Recientemente, se ha descrito qi@Al podria regular la homeostasis de los
ROS a partir de su unién a los elememesning(EE, AAATATCT (Harmer et
al., 2000)) presentes en los promotores de lossgdiaea (Lai et al., 2012). Por
tanto, la coordinacion temporal de los ROS y el AB# los genes nucleares
del reloj circadiano pone de manifiesto los mecansde control de las plantas

para anticiparse a las respuestas frente al esticstivo.

4.4. El estado nutricional y el reloj circadiano

Algunos de los transcritos regulados de modo ciared estan
implicados en el transporte de carbohidratos, génd, sulfato, fosfato
inorganico, iones y micronutrientes. La asimilacide nitrégeno y sulfato
depende de su incorporacion desde el suelo y deeduccion a formas
organicas para poder ser utilizado por la plantgeB nuclear del relofCA1,
es un regulador central del metabolismo del nitmégeya que se une
directamente a los promotores de la glutamina tsisee GLN3.) y la
glutamato deshidrogenas&@@H), que son enzimas que participan en la
biosintesis y catabolismo del glutamato, respectarge (Gutiérrez et al.,

2008). También se ha relacionado la homeostasisndghesio (Mg) con el
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reloj, ya que la deficiencia de Mg, seguida deusuisistro a la planta, provoca
la alteracion en la amplitud de la expresion deegedel reloj circadiano
(Hermans et al., 2010). Ademds, la regulacion FER1, que codifica la
ferritina, una proteina de almacenaje de Fe alttanexpresada en exceso del
metal, que participa en la respuesta al estrésatixaddependiente de Fe, esti
controlada poiTIC (time for coffeg (Duc et al., 2009). Recientemente, se ha
descrito que la deficiencia de Fe provoca un afaigiato en el periodo del
ritmo circadiano de plantas d&rabidopsis(Chen et al., 2013; Hong et al.,
2013; Salome et al., 2013). Por otro lado, los gartacionados con el reloj
CCAL, LHY, PRR9 PRR7se reprimen en deficiencia de Fe (Chen et al.3201
Ademads, algunos de los miembros de las familiasratesportadores de Cu
citados previamente, como por ejemplo, las ATPaddsA1l, HMAG/PAAYL Y
los transportadores NRAMPNRAMP4, YSL (YSL1, YSL2 YSLH, ZIP
(ZTP29, ZIP1) y COPT COPT1ly COPT2 presentan un comportamiento
circadiano a nivel transcripcional (Haydon et @abD11). En este sentido, el
transporte a larga distancia de nutrientes, tamipiédria ser un proceso

controlado por el reloj circadiano.

5. CARACTERISTICAS DE LOS TRANSPORTADORES COPTs Y
EFECTOS DE LAS ALTERACIONES DE SU EXPRESION

La concentracion citosolica de Cu depende dellibgoi entre la
entrada y la salida del metal, ya sea hacia fueralad célula o hacia
compartimentos intracelulares. En respuesta a Fkcieleia de Cu, los
organismos eucariotas activan la expresion denuliéade transportadores de
Cu,CTR que median el transporte de alta afinidad delCitasol (Sancendn et
al., 2003).
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En Arabidopsis thalianase ha identificado una familia de 6 proteinas,
conocida como COPTc@pper transporteps (Sancenon et al., 2003). Las
proteinas COPT contienen tres segmentos transmeanbfBMD), con el
extremo amino-terminal en el espacio extracitoslcel extremo carboxi-
terminal en el citosol (Figura |.7a). Algunas pfoges tipo CTR contienen en el
extremo amino-terminal dominios ricos en metionigae forman centros de
unién a Cu (Figura I.7b). Tras su unién a estosvost el metal es transportado
a través del poro generado por el homotrimero t#DJ rico en metioninas
(Figura 1.7c) y llevado hasta los residuos de €psel extremo carboxi-terminal
citosdlico. Una vez alli, el Cu es adquirido portatacarabinas solubles que lo

transportan hasta las cuproproteinas diana.
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Figura 1.7. La familia COPT de transportadores de @ de Arabidopsis a)
Alineamiento de los transportadores de Cu tipo GiERArabidopsis Los dominios
transmembrana se representan en rectangulos vérgleaptivos ricos en metioninas y
MxxxM, en rectangulos azules; los motivos GxxxG, remtangulos naranjas; y los
motivos cisteina CxC, en rectangulos rojos. Laikoigde la secuencia de aminoacidos
se muestra a la derecha. b) Estructura topologicdad proteinas CTR/COPT. c)
Disposicion espacial del TMD2 en el complejo Ctrln ehumanos.
http://www.uv.es/cuatlab/research.htr{iPefiarrubia et al., 2010). d) Arbol filogenético
de las proteinas de la familia COPT Alethalianay CTR deS. cerevisiagdJung et al.,
2012). Los nombres de los genes que se muestianFégura se indican en el indice de
abreviaturas (Paginas vi-x).
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Tabla 1.1. Resumen de las principales caracteristis distintivas de la familia
COPT. M.P.: membrana plasmatica; M.l.: membranas intudees.

COPT1| COPT2 COPT8 COPT4 COPT5 CORT6
Regulacion Si Si No No No Si
transcripcional por Cu
Localizacion subcelular M.P. M.P. M. - M. M.P
Complementacién en Si Si No - No Si
levadura

La caracterizacion de los miembros de la famil@PT se ha realizado
a partir de diferentes aproximaciones experimesit@fegura 1.7d y Tabla 1.1),

entre ellas:

1. La regulacion transcripcional por Cu, mediante iaigapor sqPCR
y gPCR de los niveles de expresion, revela queniesbros de la
familia COPT1] COPT2 y COPT6 se inducen a nivel
transcripcional en deficiencia de Cu, mientras @@PT3 y
COPT5, no lo hacen (Sancendn et al., 2003). De acueodolo
anterior, el factor transcripcional SPL7 es eséngara la
regulacion deCOPT1 COPT2y COPTG debido a la presencia de
motivos de regulacion por Cu (GTAC), préximos alicim
transcripcional, en las secuencias promotoras des egenes
(Yamasaki et al., 2009; Bernal et al., 2012; Gakaina et al.,
2013; Perea-Garcia et al., 2013).

2. La localizacion subcelular en protoplastosAtabidopsispermite
la division de la familia COPT en transportadoredalmembrana
plasmatica (COPT1, COPT2 y COPT6) y transportadates
compartimentos intracelulares (COPT3 y COPT5) (&sdColas et
al., 2010; Garcia-Molina et al., 2011; Garcia-Maligt al., 2013;
Perea-Garcia et al., 2013).

3. La complementacién funcional en cepas &accharomyces
cerevisiaedeficientes en la asimilacion de Cu divide la f&mi
COPT en:
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a. COPT1, COPT2y COPT®6, que participan en la impaitedel

Cu extracelular a través de la membrana plasmateeague
revierten completamente el fenotipo de la corredjgorte cepa
mutante de la levadura (Sancendn et al., 2003;eBancet al.,
2004; Andrés-Colas et al., 2010; Garcia-Molina let 2013;
Perea-Garcia et al., 2013).

. COPT3 y COPT5, que participan en el transportadeiular,

ya que ambos revierten parcialmente el fenotipdadeepa
mutante de levadura (Sancendn et al., 2003; Sancehdl.,
2004; Garcia-Molina et al., 2011).

COPT4, que resulta toxico para la levadura y, adema
contiene los motivos ricos en metioninas, por le ge postula
gue no transporta Cu, aunque podria realizar umaidn
reguladora si interacciona con otros COPT (Sancestdal.,
2003; Puig et al., 2007).

4. La localizacién tisular a partir del gen chivato &lhue permite

38

distinguir la especificidad del patron de expresiércada gen.

a. COPT1 fue el primer miembro de la familia caraetio

funcionalmente en Arabidopsis donde juega un papel
importante en la asimilacion de Cu, crecimientdageraices y
desarrollo del polen (Kampfenkel et al., 1995; &adn et al.,
2004). Como se ha comentado, las estructuras negtreas de
las plantas superiores son las partes mas sudesptbla
deficiencia de Cu (Graham, 1975), lo que ha sidobtén
corroborado en plantas transgénicas defectuosalstiemsporte
de Cu a través de COPTL1 (Sancenodn et al., 2004).

COPT2 se expresa en raices, hojas jovenes, catdsdo
meristemo apical, tricomas y anteras (Perea-Gaetial.,
2013). COPT1 y COPT2 muestran la mayor similituckciada
entre dos miembros de la familia COPT (77 % detidad en
su secuencia de aminoacidos).

COPT6 presenta alrededor de un 61 % de identidadlaco
secuencia de COPT1l y de un 73 % con COPT2. Es un
transportador de Cu expresado en su mayoria esrta aérea,
especialmente, en haces vasculares y tejidos negtieds y
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ausente en las raices primarias. COPT6 desempeaffansion
importante en la distribucion de Cu de la plantasahojas y
semillas cuando el metal es limitante (Jung etall2; Garcia-
Molina et al., 2013).

COPT5 comparte un 23 % de identidad con COPT1 20uto
con COPT2. A nivel tisular se localiza principalrtee®n los
haces vasculares de la raiz y en las silicuas. daieq menor
grado, también se detecta en tricomas, meristemalapaces
vasculares de hojas y cotiledones y en los d&rganos
reproductivos, pero no en el polen (Garcia-Molihalg 2011).

En condiciones severas de deficiencia de Cu, lotamtes
knockoutcopt5 desarrollan clorosis derivada de los problemas
en la transferencia fotosintética de electrones.emids,
muestran defectos en la elongacién de las raicesgue
dificulta el crecimiento vegetativo (Sancendn et &003;
Garcia-Molina et al., 2011; Klaumann et al., 20H9r ultimo,

los estudios del contenido del metal sugieren q@PTH
funciona en la distribucién de Cu a los tejidosroédpctivos
(Klaumann et al., 2011).

En condiciones de deficiencia de Cu, la familiaRI(participa en el

suministro del metal al citosol celular, hasta gaelcancen niveles suficientes

de Cu y no se requiera su funcion. Este efectautieragulacion del Cu sobre

sus propios transportadores podria ocasionar wila@én en la concentracion

del Cu citosolico (Pefarrubia et al., 2010). Enpetsente trabajo hemos

abordado el estudio de aspectos espaciales y talepate la homeostasis del

Cu, con el objetivo de alcanzar una mayor compéensjue nos permita

integrar el transporte de Cu con otros procesogo taternos como externos,

gue afectan a las plantas.
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Objetivos

Con la finalidad general de estudiar determinadpeeos espacio-temporales
de la regulacion transcripcional y postranscripaiate la homeostasis de Cu en
Arabidopsis thaliana asi como las interrelaciones con otros procesos,
fundamentalmente, los esfuerzos de esta Tesisndeacesn cuatro objetivos

particulares:

1. Determinar nuevos marcadores moleculares dafusstle cobre, asi
como su relacion con el estrés oxidativo y estuldisifactores que
afectan a la regulacion transcripcional y postrdpsional de la
respuesta a la deficiencia de cobre.

2. Caracterizar el transportador COPT2 y su funeidria homeostasis
del Cu mediante el andlisis del fenotipo y de mlgios globales de
expresion génica del mutante de insercion de T-Dddft2 en
condiciones con diferente contenido de Cu y Fe lemezlio de
cultivo.

3. Estudiar los efectos que provoca la desreguiag@ transporte de
Cu mediante la caracterizacion fenotipica y el iaisalde los
cambios globales de la expresion génica de plargasgénicas que
sobreexpresan de forma constitutiva el transport@@PT1.

4. Analizar la posibilidad de que exista una regidlareciproca entre la
homeostasis del Cu y el ritmo circadiano, evaluaeti@caracter
temporal de la homeostasis del Cu mediante el seguto de la
expresion de forma continua de genes marcadorés dieficiencia
de Cu, asi como de genes del oscilador centrabligl
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1. MATERIAL BIOLOGICO

En el presente trabajo se han usado plamildstype (WT) y diferentes
lineas transgénicas dabidopsis thalianaecotipoColumbia(Col 0) (Tabla
M.1). También se han utilizado células competedteEscherichia coli(One
Shot Top 10 Competent Cellsiwvitrogern) y de Agrobacterium tumefaciens
(cepa C58)

Tabla M.1. Lineas transgénicas empleadas en el perge trabajo.

tipo nombre origen
Pérdida de funcién coptl Andrés-Colas, 2007
por insercién de copt2-1 Perea-Garcia et al., 2013
T-DNA spl7 Yamasaki et al., 2009 y Bernal et al., 2012
Sobreexpresion COPTPE Andrés-Colas et al., 2010
constitutiva dirigida COPTSE Andrés-Colas et al., 2010
por el promotor SPLFE Cardon et al., 1999
CaMV35S SPL&E Zhang et al., 2007
Actividad p- PCOPT2:GUS Perea-Garcia et al., 2013
glucuronidasa PMIR156:GUS Xing et al., 2010
dirigida por el PMIR157:GUS Xing et al., 2010
promotor endégeno
Actividad luciferasa PCOPT2:LUC Presente trabajo
dirigida PFSD1:LUC Presente trabajo
por el promotor PFSD1(4GTAC):LUC Presente trabajo
enddégeno PLHY:LUC Song and Carre, 2005

1.1. Manipulacién de las plantas dérabidopsis thaliana

Las plantas dé. thalianase cultivaron en cAmaras de crecimiento con
una humedad relativa del 50-60 %. La intensidadiriica, generada por los

tubos de luz blanca fluorescente es de alreded66 gemol/ni/s; mientras que
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el fotoperiodo y la temperatura utilizadas variegis el tratamiento aplicado a

las plantas. Las condiciones utilizadas fuerorsigsientes:

a) dialargo, 16 h de luz a 23 °Cy 8 h de oscurida@l %C.

b) dia corto, 8 hde luz a23°Cy 16 h de oscuridaél %C.

¢) dia intermedio o neutro, 12 h de luz a 23 °C y Hd&loscuridad a
16 °C (LDHC).

d) condiciones continuas de luz y/o temperatura:

* luz y temperatura continuas, 24 h de luz a 23 °@uiperatura
(LLHH).

e oscuridad y temperatura continuas, 24 h de osauida3 °C
de temperatura (DDHH).

* |uz continua y ciclo de temperatura, 24 h de ld2yh a 23°Cy
12 h a 16 °C (LLHC).

» ciclo de luz y temperatura continua, 12 h de lut2yh de
oscuridad y 24 h a 23 °C de temperatura (LDHH).

» oscuridad continua y ciclo de temperatura, 24 bsteiridad y
12ha?23°Cy12hal6°C (DDHC).

Las plantas se cultivaron en distintos tipos deogepsegun se indica a

continuacion:

1.1.1. Cultivo en maceta

Las semillas se sembraron en macetas con una nukztlaba, arena y
vermiculita en relacion 2:1:1, se cubrieron consfid® transparente y se
estratificaron durante 2 d a 4 °C para sincronitar germinacion.
Posteriormente, las macetas se trasladaron a biregaade crecimientoSanyo
MLR-350 bajo diferentes fotoperiodos, segun el ensayeadizar. Para la
obtencion de semillas en los estadios finales dadsede las silicuas, las
plantas se trasladaron a una cabina de invernadgrpada con sistemas de

calefaccion vy refrigeracion fijados a °22 durante el dia y 2T durante la
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noche. Las plantas se regaron una vez por semanal@©bjetivo de estudiar el
efecto del Cu sobre plantas adultas, se aplicasmtitatamientos, variando la

concentracion del metal en la solucién de riegzata:

a) solucion nutritiva %2 MS casero: macronutrientes {NG&; 10 mM,
KNO; 9.4 mM, MgSQ- 7H,0O 0.37 mM, KHPO, 0.62 mM y CaGl
1.13 mM), micronutrientes B0O; 50 uM, MnSQ-H,O 36.6 UM,
ZnSQy- 7H,0 15 pM, NaMoQ@ 2H,0 0.57 pM y CoGt6H,0 0.05
UM), Fe-EDTA 50 uM, Kl 0.25 mM, MES 0.05 % y sacsadl %;
ajustado a pH 5.7 con KOH.

b) solucién nutritiva %2 MS casero suplementado cor2 GuM.

¢) solucion nutritiva %2 MS casero suplementado cod@uM.

1.1.2. Cultivo en placa

Este sistema de cultivo se utilizé para evaluarsdamsibilidad de
plantulas de 7-20 d a la disponibilidad de Cu eme&dio. Para ello, las semillas
se desinfectaron de manera superficial con lefigeccial al 30 % (v/v) y Triton
X-100 0.02 % (v/v), se lavaron 4 veces coi®OHestéril y se resuspendieron en
fitoagar 0.1 % (p/v) estéril. A continuacion, lasvsllas se estratificaron a 4 °C
durante 2 d para favorecer una germinacion sinzadai y se sembraron en

placas con:

a) medio estandar de crecimiento Y2 MS comercial (Mugasand
Skoog, 1962) [mezcla de sales M8gmag 2.15 g/L; sacarosa 1 %
(p/v); MES 0.5 % (p/v), KOH pH 5.7; fitoagar 0.8 ¥p/v) y
vitaminas en la cantidad recomendada por el fafec&igma].
Para generar la suficiencia de Cu se afiadiubl3le CuSQ a la
disolucién anterior.

b) medio ¥2 MS comercial suplementado con las concsatras
indicadas de las sales sulfato de los otros ioretélitos estudiados
para ver sus efectos en exceso.
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c)

d)

f)
9)

medio %2 MS comercial suplementado con paraquap®l.l con
peroxido de hidrégeno @ga,) 500uM, en el caso de estudiar otros
estreses oxidativos.

medio ¥2 MS casero preparado con los componenteseparado,
segun la casa comercigbigma),sin la adicion del elemento de
estudio: macronutrientes (NNO; 10 mM, KNG 9.4 mM,
MgSQ,.7H,O 0.37 mM, KHPQ, 0.62 mM y Cad 1.13 mM),
micronutrientes (BBO; 50 pM, MnSQ-HO 36.6 uM,
ZnSQy 7H0 15 puM, NaMoQ 2H,0 0.57 uM y CoGl 6H,0 0.05
uM), Fe-EDTA 50 uM, Kl 0.25 mM, CuSA uM, MES 0.05 %,
sacarosa 1 % vy fitoagar 0.8 ®YCHEFA); ajustado a pH 5.7 con
KOH, para evaluar la sensibilidad a deficienciasatiwas.

medio ¥2 MS suplementado con los quelantes de Gaoektlar
BCS, acido 2, 9-dimetil-4,7-difenil-1, 10-fenantra-disulfénico
50-100 uM, o de Fe, ferrozina 300 uM, para geneediciencias
severas en Cu o Fe, respectivamente.

medio fitoagar-agua al 0.8 %.

medio ¥2 MS comercial sin sacarosa, después de &&8hC en
oscuridad, las plantulas se expusieron a luz blaBcd y
posteriormente a 24 h en oscuridad a 23° C. Pamajltlas
plantulas se crecieron 2 d mas a 23° C en condiside oscuridad
(DDHC) o luz roja continua (imol/n/s).

1.1.3. Cultivo en sistema hidroponico

Los cultivos hidropdnicos se obtuvieron a partirlaeransferencia de

plantulas crecidas durante 2 semanas en medio Ycdvitrcial (Apartado

1.1.2) sin sacarosa para evitar contaminacionesistdma Araponics®. Este

sistema consta de cajas de plastico negro conojpsrtes adecuados para el

crecimiento de 12 plantas/caja. Las cajas se llenardisolucion de riego, que

se cambia semanalmente para evitar variacionescdsude pH, posibles

contaminaciones, agotamiento de nutrientes y camdis anaerébicas. Con el

objetivo de evaluar la respuesta a deficiencia dey® Fe se aplicaron

diferentes tratamientos variando la solucién dgorigtilizada:
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a) Hoagland 0.5X a partir de las disoluciones origgagdK,SO, 0.44
mM, KH,PO, 0.125 mM, NaCl 10 pM, Ca(NpP4HO 1 mM,
Mg(SOy):- 7THO 1 mM, NaSO,- 10HO 1 mM, Fe-EDTA 20 uM,
H3;BO; 10 pM, ZnSQ@ 7H,0 1 pM, MnSQ-H,O 1 uM, MoQ 0.1
UM, CuSQ: 7H,0 0.1 uM], tampdn MES 0.05 % (p/v) y pH 5.7-5.8
con KOH (Arnon and Hoagland, 1938).

b) la misma solucién de riego mencionada anteriormerge sin la
adicién de CuS@7H,0 0.1 uM y/o Fe-EDTA 20 uM.

1.1.4. Obtencion de plantas transgénicas

Las plantas dé. thalianase transformaron siguiendo el procedimiento
descrito por (Clough and Bent, 1998). Para ellg lrotes florales se
sumergieron en una suspension celular durantésta.se prepardé mediante la
inoculacion de un pre-cultivo de 3 mL de medio ddeccion LB-ERG
(Apartado 1.2.1 y 1.2.2) a partir de una colonia alenes positivos de
Agrobacterium tumefacieng se incubd a 28 °C con 190 rpm de agitacion
durante 12 h. Posteriormente, se tom6 una alici®t@.2 mL en 30 mL de
medio selectivo LBE vy, al alcanzar la fase expoianse recogieron las células
por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min. Sealt§ el sobrenadante y las
células se resuspendieron en medio de infiltrafganarosa 5 % (p/v) y Silwet
L-77 (Lehle Seeds0.05 % (v/v)] a una Of, de 0.8. Las plantas se cultivaron
hasta finalizado el ciclo reproductivo de la plam@mento en el que se
recogieron las semillas producidas. La selecciorseateillas transgénicas se
realizé en placas de MSG (¥2 MS + gentamicina 79 jndyas semillas de los
transformantes de primera generacion (T1) se frarsh a sustrato vegetal
(Apartado 1.1.1) y se dejaron autopolinizar. Lasnibas de la segunda
generacién (T2) se sembraron nuevamente en pla&s i se analizé la
segregacion de la resistencia a gentamicina. Absérplantas resistentes de la
T2 se transfirieron a sustrato vegetal y las hoguaias se seleccionaron por el
crecimiento del 100 % de su descendencia (T3) eB.MS
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1.2. Manipulacién de las bacteriasEscherichia coli y Agrobacterium

tumefaciens

1.2.1. Condiciones de cultivo y transformacién deterichia coli

Las cepas d&. coli(One Shot Top 10 Competent Cdlfssitrogen)se
cultivaron a 37 °C en agitaciéon, utilizando el noedeneral para bacterias
Luria-Bertani (LB) liquido [triptona Rronadisg 1 % (p/v), extracto de
levadura Pronadisg 0.5 % (p/v) y NaCl Rrolabo) 1 % (p/v)] o sélido [la
misma composicion con agar bacteriologidropadisga 1.5 % (p/v)]. Los
medios para la seleccion de transformantes se rsaptaron con
espectinomicina (1 pg/ml; LBE).

Para las transformaciones por choque térmico, #ieamn células
competentes comercial¢®ne Shot Top 10 Competent Cells, Invitrogesg
recuperaron las células y se afiadieron de 3 adeligacion (Apartado 2.2.2).
A continuacion, se aplicd un choque térmico de 30 42 °C. Después, las
células se resuspendieron con 1 mL de medio LB @eeado y se incubaron
durante 1 h a 37 °C, con agitacion a 190 rpm, pgaease exprese el gen de
seleccion. Por ultimo, se cultivaron con el mediosdleccién correspondiente

durante toda la noche, hasta que aparecieroralosformantes.

1.2.2. Condiciones de cultivo y transformacion deohacterium tumefaciens
La cepa C58 dé\. tumefaciengresistente a rifampicina) se cultivd a

28 °C en medio LB liquido o sdlido, suplementadan cb pg/mL de

espectinomicina en el caso de los medios para leccsén y cultivo de

transformantes.
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Para preparar las células competentes, se realizéuliivo de A.
tumefaciensen LB liquido con rifampicina (0.25 pg/mL) y geniama (15
pg/mL) hasta una Ol de 0.5-1.0, en ese momento las células se reoogier
se lavaron con NaCl 150 mM y se resuspendieron 8,0 mM. La
transformacion se efectud incubando las célulagpetentes con fig de DNA
plasmidico a 28 °C durante 4 min, congelandolasiagmente en Nliquido y
recuperandolas a 28 °C en LB liquido durante 3ralfmente, se sembraron en
placas Petri en medio de seleccion con antibigtise cultivaron durante 2-3 d

hasta que aparecieron los transformantes.

1.3. Disefio de construcciones al gen chivato luciésa

Los productos de PCR obtenidos con cebadores éspec(Tabla
M.2), a partir de las construcciones realizadavianeente en el laboratorio
PCOPT2:GUS:NOS (Garcia-Molina, 2010) y PFSD1:GUS:NOS vy
PFSD1(4GTAC):GUS:NO$Viayo, 2007) en el vector pFP101:GUS:NOS, se
subclonaron entre el sitio de restriccion Hindlllel dvector binario
pPZPXomegal+, cedido por el Dr. Steve Kay (Uniuwgrsif California, San
Diego).

De este modo, en el caso BEOPT2se subcloné un fragmento de
1246 pb, en el caso dBFSD1se subcloné un fragmento de 1193 pb, y por
ultimo, en el caso dBFSD1(4GTAC)se subclond un fragmento de 1128 pb,
equivalente al anterior, excepto por la ausenciarderegion de 65 nucleotidos
(389 a 324 pb aguas arriba del inicio traduccioreion que incluye 4 de las 6
cajas GTAC del promotor). Este promotor, con egadre deleccionada, se
obtuvo previamente en el laboratorio por técnicasPRCR inversa (Mayo,
2007).
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Tabla M.2. Cebadores utilizados para la clonacion el los promotoresCOPT2y
FSD1. El sitio de restriccion se indica en letra curgvala secuencia.

nombre secuencia (5'-3’)
COPT2-1200F-Hindlll GTGGTGTTAAGCTTTTGCAACAA
COPT2-ATG-R-Hindlll CATAAGCTTGATACTAATGTTAATAGGGTTTATGAT

FSD1 Hindlll F TTIAAGCTTGGAGTGAAGCTATATATA
FSD1 Hindlll R TTTAAGCTTAGCAGCCATTCTTTGTAATTGA

2. AISLAMIENTO Y ANALISISDE ACIDOSNUCLEICOS

2.1. Aislamiento de acidos nucleicos

2.1.1. Obtencién de DNA gendmico de Arabidopsikatia

Se recogieron alrededor de 3 hojas de plantasaadyltse trituré el
material con micropistilos Sigmg, afadiendo 0.3 mL de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) 2X [CTAB 2 % (p/v); TriHC| 100 mM pH 8;
EDTA 20 mM pH 8; NaCl 1.4 My PVP 1 % (p/v)]. Un&z triturado, se
incubo a 65 °C durante 5 min en agitacion. A camtoidn, se afiadieron 0.3 mL
de cloroformo y se centrifugd a maxima velocidadadte 5 min. El
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo vial conl4@q.CTAB 10X [CTAB 10
% (p/v) y NaCl 0.7 M] y 0.4 mL de cloroformo. Sepit& la centrifugacion. El
nuevo sobrenadante se transfirié a tubos con 0.8erampdn de precipitacion
CTAB [CTAB 1 % (p/v); Tris HCI 50 mM pH 8; EDTA 1M pH 8]. Se agitod
y se centrifugd a maxima velocidad durante 10 s@nelimind el sobrenadante
y se dejo secar el sedimento. Posteriormente, adieadin 0.3 mL de tampdn
TE con una alta concentracion de sales [Tris HCInM) pH 8; EDTA 1 mM
pH 8 y NaCl 1M) y 0.6 mL de etanol al 90 %. Las stu#s se dejaron a -20 °C
durante 20-30 min para su precipitacion y despsésgentrifugaron a 4 °C

durante 15 min a maxima velocidad. Finalmente,as® lel sedimento con
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etanol al 70 %, se volvié a centrifugar y se resod en 100 pL de agua

destilada.

2.1.2. Obtencién de RNA total de Arabidopsis thelia

El material recogido se lavé con EDTA M y H,O Milli-QPLUS
(Millipore), se congel6 con Niquido y se guardd a -80 °C hasta su utilizacion
en los diferentes ensayos. Las extracciones de B se realizaron con el
reactivo Trizol Reagentr{vitrogen, siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, se pesaron alrededor de 100 mg de,tgjidha vez congelado se
tritur6 con micropistilos, agregando 1 mL de reaxtiTrizol. Después, se
centrifugd a 4 °C durante 10 min a maxima velocidadsteriormente, se
mezclé el sobrenadante con 200 pL de cloroforme wodvioé a centrifugar, con
lo que se obtuvo la fase acuosa, que contienecidssanucleicos. Dicha fase
acuosa se mezclé con un volumen de isopropano), (urante 20 min a
-20 °C, para precipitar el RNA. El precipitado seagi6 después de centrifugar
a maxima velocidad durante 10 min a 4 °C y se lemd etanol 70 %. El
sedimento se resuspendio en 100 pL ge precalentada a 65 °C. Las muestras
se incubaron a esa temperatura durante 10 min as acabar, se
centrifugaron las muestras durante 5 min a 8000 apin°C y se recupero el
sobrenadante. Para la cuantificacion, se tomé ditaiota de 1 pL del
sobrenadante y se utiliz6 un espectrofotomdtianoDrop 2000 (Thermo
Scientifig. La extraccién de RNA, para su posterior uscaehnitbridacion de las
micromatrices, se realizd usando el Rlleasy Plant Min{Qiagen y para la
extraccion especifica de miRNAs se utilizo elrkitVana(Ambion, ambos de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La calidad del RNA se comprobd mediante un gellegtreforesis para
RNA (Apartado 2.2.3), en funcion de la integridace das bandas
correspondientes a las subunidades ribosomalesulffoo, para eliminar el

DNA, las muestras se trataron con DNAsa libre dé&&N(nvitrogen a 25 °C
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durante 15 min y posteriormente a 65 °C durantsitOpara desactivarla con
1 ul de EDTA 25 mM.

2.1.3. Aislamiento de DNA plasmidico de bacterias

Para el aislamiento a pequefia escala de plasmidds. atoli, se
realizaron cultivos de 3 ml de LB con el antibidticorrespondiente para
seleccionar el plasmido. El DNA plasmidico se agdas células recuperadas
usando el kiPerfectprep Plasmid MiniEppendorf),basado en ehétodo de la
lisis alcalina. Las minipreps obtenidas se compmaiba mediante el
correspondiente ensayo de restriccion y el DNA mbdte se envi6 al Servicio
de Secuenciacion de DNACSIE; Universitat de Valéngigara confirmar la
orientacion del inserto y la secuencia clonada.

Las colonias obtenidas en la transformacion Adetumefaciensse
inocularon en un cultivo de 3 mL de medio selectRosteriormente, se tomé
1 mL del cultivo y se calenté a 95 °C durante 5qli@. Seguidamente, se
centrifugd y entre 5-10 uL del sobrenadante residtase afiadieron como

molde para la PCR correspondiente.

2.2 Andlisis de acidos nucleicos

2.2.1. Electroforesis de DNA y purificacion de basid

La amplificacion del DNA a clonar se realiz6 medéarda DNA
polimerasa termoestable con comprobacion de leddigh Expand Fidelity
PCR Rochg, con la pareja de cebadores correspondientapgddn adecuado
y 100-200 ng del molde de DNA. Las condiciones gaee del programa de
PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacion iniciall mholde (95 °C 1 min), 35
ciclos de desnaturalizacién (95 °C 30 seg), hiloiita (60 °C 30 seg) y
elongacién (72 °C 1.5 min) y uno final de elongadié2 °C 1 min).
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Los productos de PCR se visualizaron en geles a@®sa al 1 % (p/v)
en tampén TAE [Tris 40 mM; &cido acético glacidl4lml/L y EDTA 20 mM],
teflidos con bromuro de etidio 1@/ml y separados electroforéticamente con
una corriente eléctrica de 100 V. Las muestrasrepaparon en tampon de
carga 2X [glicerol 50 % (v/v); azul de bromofenod® % (p/v); EDTA 100
mM]. Las bandas de DNA se cortaron y purificaropaatir del gel con el kit
illustraTM DNA and Gel Band Purification KIGE Healthcaré.

2.2.2. Reacciones enzimaticas: restriccion, desfiba€ion y ligacion

Los productos de PCR purificados y los vectorediggieron con las
nucleasas de restriccion correspondienf®sclig¢ en tampones compatibles.
Las reacciones de digestion se incubaron a 37 Pahtiu2 h. A continuacion,
se desfosforildo el vector digerido cahrimp alcaline phosphataséSAP;
Rochg, incubandolo durante 15 min a 37 °C. El enzimaaetivo incubando a
65 °C durante 25 min. Las digestiones se precgitar-20 °C durante 30 min
en una 1/10 parte del volumen final de acetatoodeos3 M (CHCOONa) y 2
volumes de etanol 96 %. Luego, se centrifugé a @3pM durante 15 min y se
lavaron los precipitados con etanol 70 %, antesedeesuspendidos en tampon
de carga 2X (Apartado 2.2.1). Para recuperar @ébvgcel inserto digeridos, las
muestras se separaron en un gel de agarosa, fiegpon las bandas con el kit
lllustra DNA and Gel Band Purificatio(GE, Healthcard y se cuantificaron en
el gel de electroforesis. La reaccion de ligaci@pieparo con el kit de ligacidén

rapida de DNA(Rochg¢, usando una relacion de inserto a vector de 3:1.

2.2.3. Electroforesis de RNA

Los geles de electroforesis de RNA se preparanerty de agarosa al
1 % (p/v) en tampon MOPS [MOPS 40 mM, acetato svdié mM, EDTA
1 mM pH 8.0] y formaldehido 2.2 M. Las muestrasssdubilizaron con el

57



Materiales y métodos

tampon de carga correspondiente [formamida desidais5 % (v/v) en MOPS
1X, formaldehido 7 % (v/v) y bromuro de etidio 2@/pL], se desnaturalizaron
a 65 °C durante 10 min y se separaron electrofaregnte a 70-100 V en
sistemas de electroforesBigrad). Finalmente, el gel se visualiz6 mediante un

transiluminador de luz ultraviolet&yiteg).

2.2.4. Sintesis de cDNA

En primer lugar, se sintetizO el cDNA a partir d&I/R (1.5 pg)
mediante una reaccion de transcripcién reversaa Bbo, se afiadieron los
oligonucleodtidos reversos del oligo (d9)50 pg/pL Roché y del RNA
ribosomico18S1 uM (Tabla M.3) en un volumen final de 12 El RNA se
desnaturaliz6 a 70 °C durante 10 min y, despué®rdear en hielo, se
afadieron 4ul del tampon RT 5X; 21l de DTT 0.1 M (ambos dmvitroger);
1 pl de dNTPs 10 mMKromega y 1 ul de SuperScript Il reverse transcriptase
200 U (Invitrogen) La reaccion se incub6 1 h 30 min a 42 °C y laneazse
inactivd a 70 °C durante 15 min.

En el caso de los miRNAs, la sintesis de cDNA&&lla cabo a partir
de RNA (200 ng), afiadiendo los oligonuclettidoserses del oligo 18S 2M
y del RT primer miRNA 4uM (Tabla M.3), especifico para cada miRNA, y
10 mM dNTPs en un volumen final de @5 EI RNA se desnaturalizd a 65° C
durante 5 min y, después de enfriar en hielo plaapareamiento, se afiadieron
2 ul del tampo6n RT 5X; 0.l de DTT 0.1 M; 0.5u de RNase OUTy 0.5ul de
SuperScript Il (Invitrogen)La reaccion se incubé durante 30 min a 16° G par
después incubar de nuevo 50 min a 42° C para tas&ndel cDNA y por
altimo, 15 min a 75 °C para su terminacion. La c&at se par6 afiadiendo
190l de HO.
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Tabla M.3. Cebadores utilizados para la sintesis deEDNA.

nombre secuencia (5’-3’)

18S2/ R CTGGATCCAATTACCAGACTCAA  CGAACACTTCACCGGATCATT
miR156 (a-f)

miRoe et CGCGAGCTCAGAATTAATACGACTCACTATACGCGGTGCTC
Q'TRQZ{?M@E? CGCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATACGCGATGCAGCA

2.2.5. RT-PCR semicuantitativo (sqPCR)

El cDNA obtenido se utilizé como molde para ampéfi el gen de
interés y el gen de control de carga, en reacciomkpendientes de PCR. La
mezcla de reaccion contenia, ademas del cDNA mdddepligonucleotidos
especificos del gen de interés QM (Tabla M.4); 0.5 pL de dNTPs 10 mM,;
2.5 uL de tampon comercial de PCR 10 x; 0.75 uMd€I, (Bioline) 1.5 mM
y 0.2 pL BioTaq polimerasaioline) 0.5 U, en un volumen final de 2 Las
condiciones de PCR fueron las indicadas para cadae oligos (Tabla M.4)
(desnaturalizacion a 94 °C; hibridaciébn segun laejpade cebadores; y
elongacion a 72 °C). Los productos de PCR se viswah por electroforesis y
se fotografiaron.

Con el objetivo de cuantificar la expresion de gernse utilizo el
programalmage J para el densitometrado de bandas de productd3CiR

usandose como referencia el gen ribosdr8&
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Tabla M.4. Cebadores utilizados para la sgPCR.La temperatura indicada

corresponde al segmento de hibridacion de la PCR.

nombre secuencia (5’-3") condiciones
ACTINARALA GGCGATGAAGCTCAATCCAAAC 25 ciclos
ACTINARALB GGTCACGACCAGCAAGATCAAGACG 61 °C
CCAlrtF1 GTAGCTATGGGTCAAGCGCT 40 ciclos
CCAlrtR1 CGACTGATAATCTCCTGCAA 55°C
COPTL1 sgRT F (Vic16) CAATGGATCCATGAACGAAGG 30 ciclos
COPT1 sgRT R Vicl7 CCTGAGGGAGGAACATAGTTAG 60 °C
COPT2 sgRT F (Vic18) ACGTGTCAGTGGCTCAACC 30 ciclos
COPT2 sgRT R (Vicl9) GACGGCGGAAGAAGCTCGGCGG 60 °C
FSD1rtF1 GCTTCAAGTGCTGTCACC 40 ciclos
FSD1 rtR1 CAAGCCAGGCCCAGCCAG 55°C
LHY rt F1 TTGAATCAGGCGTTCTTGGA 40 ciclos
LHY rt R1 TACCATACCTGAGGGATGAT 55°C
LUC-F GGAAGACGCCAAAAACAT 40 ciclos
LUC-R GTTTTGTCACGATCAAAGGA 50°C
18S1 TGGGATATCCTGCCAGTAGTCAT 20 ciclos
18S2 CTGGATCCAATTACCAGACTCAA 55°C

2.2.6. RT-PCR cuantitativo a tiempo real (qQPCR)
Para las PCR cuantitativas en tiempo real, losdmka se disefiaron

usando el softwarePrimer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast), considerando la presencia de intrones y el omeen G/C (Tabla
M.5). En primer lugar, se optimizé la concentragi@cebadores para cada gen.
Se utiliz6 una concentracion de 300 nM para todss debadores. A cada
pocillo se afiadieron 12.5 pL de la mezcla genezaledcciorPlatinum SYBR
Green gPCR SuperMix-UDG with RQM¥vitrogen), 1 pL de la muestra a
analizar y la mezcla de cebadores directo y reydsasta un volumen final de
25 pL. El programa de amplificacion consistié encigio inicial de 2 min a
50 °C, para evitar la contaminacibn con amplicones, ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 mirDycilos de desnaturalizacién
a 95 °C e hibridacion y elongacién a 60 °C, amims3@ s. Finalmente, se
program6 un ultimo ciclo con la curva de disociaci@esde 65 a 95 °C,

incremento de 0.5 °C por 0.05s).
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Los datos obtenidos se analizaron mediante eldoé®*“ (Livak and

Schmittgen, 2001). Para ello, se utilizé el gemaderencidJBQ10y el valor de

Ct para cada gen en particular y se refirio al v Ct obtenido con el gen de

referencia en esa misma muestk&t). Posteriormente, este valor se refirid al

ACt de la muestra de referencia (valores referidoAGt promedio de las

muestras de cDNA obtenido) y, de esta manera, ts@@kel valorAACt que se

aplico en la férmula 2",

Tabla M.5. Cebadores utilizados para la qPCR

nombre secuencia (5’-3’)
forward reverse

ACA1 GATGGAAGCTTTGCTGTGGT CGGAGCAAGGAGGAGTAGTG
AOX1D TGGATGTCGAGCTATGATGC GCGCTCTCTCGTACCATTTC
AT4 GAGCGATGAAGATTGCATGA CCGGAAACAAAGTAAACACG
BUB3.2 TTGAAGGGAGGGTTTCAATG CCTCTGATTTCCGGTGACAT
BUS1 AAACGCCGAAAAACATCATC CAAGCCAATCTTCAACAGCA
CAS TGCTTCATCGACCATGGATA CGGCGTAAGATCACCTTTGT
CCAl GTTGCAGCTGCTAGTGCTTG GAAGATCGAGCCTTTGATGC
CCH AAGTTGGTATGTCATGCCAA ATATCAATGTCAAATGACTCAA
CCs TCTCCACGTCTCTTGGGACTTT AGCTGAGGCATGGCTCGAT
COoL1 ACAGTTCCACGGCCACTAAC CCAATCGAGAAGCCATTGTT
9COPT1 TTGCAATTTTCCTCTCCTCCCAA ATGATGGTCGAGGCATT
COPT2 CCTTTCGTATTTGGTGATGCT AAACACCTGCGTTAAAGGAC
COPT3 AACAGTCACACCGAGGTTCA TCAACGGGAAACAAGGAAAATAAA
CSD1 CATCATTGGTCTCCAGGGCT GACCTCCTTATTACATCAAT
CSD2 GTCCTACAACTGTGAAT TCCATGAGGCCCTGGAGT
CYP706A1 CTGGATACAGGGGAAGTCCA AAGAGACGACGATCGCAAGT
EXPB3 CGTGTGGTTACGGTACGTTG TATGACGGTAACGGCTCTCC
FER1 CACCCAGCTAAGGATGATCG TCAGAAGCATCTGGTCGAAA
FRO2 GTTGGTTTATAGCCCGACGA GGGCCGTAAGGACCTTCTAC
FSD1 ACCGAAGACCAGATTACATA TGGCACTTACAGCTTCCCAA
GDPD6 ACCGTCTCATGACACCAACA GTTGCTGAGGCAAAGGAGAC
GRP7 GAGGGAATGAACGGACAAGA CTCCGTAGCTACCACCTCCA
HDA18 CGGGAGGATGTAATCTGTGG CAAGCTCCTTCTCCCTCCTT
IRT1 CCAACCAGACGGAAACATCT TACCAACTGCGTTCTTGCTG
LHCB1.1 TTCCCTGGAGACTACGGATG TCCAAACTTGACTCCGTTCC
LHY TCGGCCTCTTCTTCACAGTT ACACCCGAGCAATTCTCATC
LSuU1 AGGCGGAAGAGCAACTCTG TTGATCCATGAGGAAGAGCA
miR156(af) TGACAGAAGAGAGT CGCGAGCTCAGAATTAATACGA
miR172(ab) AGAATCTTGATGATGC CGCGAGCACAGAATTAATA
NACO087 CAATCCAACCCCATCATTTC GTCATGTTCGCGTTCACATC
PRR5 CAACGAGAAGCCGCTTTAAC TGTGGATTGGACTTGACGAA
Rbonhl CACTCAGTGCCTTTCGATGA CCAGTGATTCCCACAGGAGT
SDH1.2 AAGACGTGGGACAGTTTTGG CTTCCCAATACCCCAATGTG

61



Materiales y métodos

SPL3 TGGAGTTTGTCAGGTCGAGA AGCTAAGCGTCTCCTGCAAC
SPL7 CAGGCAGACTGTTCACCAGA AGTTTGACGGGACCTGAATG
SPX1 TCAGATCTTCCCTGCTAACGA GCGGCAATGAAAACACACTA
UBQ10 TAATCCCTGATGAATAAGTGTTCTAC AAAACGAAGCGATGATAAAGAAG
UPB1 AAGACCTTGTCGCGCAATAC TTTCGGTCAAAACCTGAACC

Z1P2 CGCTTGGAGAAACCTATGGA CGACACCTATGGGACTCGAT

2.2.7. Micromatrices de DNA

El andlisis a gran escala de la expresion génic&rdbidopsisen
respuesta a diferentes concentraciones de metalesl enedio, se realizé
mediante micromatrices. Se han utlizado matrices aligonucleotidos
Galbraith Laboratory Operon Long Oligonucleotide dvbarray version 3.0

Platform GPL1775 (http://www.ag.arizona.edu/microarray (University of

Arizona).Estos chips se producen a partir Agky-Ready OligosgfAROS). El
disefio de AROS se basa &TH1 release 5.0le la base de datoEIGR
Arabidopsis genome annotation databgk#p://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath}/
y en Release 4.0 del miRNA Registry en el Sanger Institute
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index).

Las micromatrices se hibridaron con los RNAs datplas cultivadas
en las condiciones a comparar, amplificados y ntlmsacon aminoalilo
conjugado a un éster fluorescente diferente pata nauestra (Cy3/mutante y
Cy5/WT,; CyTMDye Post-labelling Reactive Dye Pack, GE Healib),
mediante el kit comercidlessageAmp aRNA Kitmbior). Esta combinacién
de fluor6foros se realiza en dos réplicas biol&Ggigaiceversa en las otras dos
réplicas, a las que se aplica posteriormente ebitade color ye-swap para
tener las cuatro réplicas en las mismas condiciohasto la amplificacién
como el marcaje se cuantificaron en un espectnofetio NanoDrop®
ND-1000 La hibridacion manual se realiz6 segun el sigeigirotocolo: las
micromatrices se hidrataron, exponiéndolas 3 vacegpor de agua durante 5 s
y, a continuacién, se entrecruzaron por irradiacilbravioleta (UV) de 65 mJ

en unUV Stratalinker 180(Q(Stratageng Posteriormente, se lavaron 2 veces
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con SDS 0.2X y 4 veces con,® MilliQPLUS (Millipore), y se secaron por
centrifugado a 2000 rpm. Seguidamente, se prehitnd durante 30 min a
42 °C con disolucion de prehibridacion [BSA 1 %vpSSC 6X y SDS 0.5 %
(p/v)]. Se lavaron de nuevo con® MilliQPLUS (Millipore) y se secaron por
centrifugacion. Las micromatrices se hibridaronadte toda la noche a 37 °C
con disolucién de hibridacion [250 pmol de cada ww® los fluoréforos;
formamida desionizada 50 % (v/v); SSC &B¥enhardt's5X y SDS 0.5 %
(p/v)]. La disolucién de hibridacion se desnatm@liurante 5 min a 95 °C y se
inyecté entre la micromatriz y un cubreobjetdfierSlipTM (Erie Scientifig.
Tras la hibridacién, las micromatrices se lavaram ¢SSC y SDS en
concentraciones decrecientes y se secaron mediantéfugado a 2000 rpm.
La micromatriz hibridada se analizé6 con un esc&BenePix 4000BAxon
Molecular Devices, SunnyvaleTa 532 nm (Cy3) y 635 nm (Cy5). Los valores
de expresion se obtuvieron usando el progr@&eaePix Pro 6.0 microarray-
analysis softwar€Axon Molecular Devices, Sunnyvale JGAse normalizaron
con el programaGenePix Pro 6.0y Acuity 4.0 softwarg/Axon Molecular
Devices, Sunnyvale CA)os datos normalizados se procesaron con el gmaogr
Genecodis 2.0http://genecodis.cnb.csic.es/) para su clasificapor categorias
funcionales (segun descritas en la base de damse Ontology Estos
experimentos se llevaron a cabo en el laborataidd. Miguel Angel Pérez
Amador (BMCP, CSIC-UPV Valencig, con la ayuda del Dr. Francisco Vera.

3. AISLAMIENTO Y ANALISISDE PROTEINAS
3.1. Extraccion de proteinas totales

Para la obtencién de proteinas totales de la plasté&ituraron unas 3
hojas de planta adulta con tampén de extraccionfaCl 100 mM; Tris-HCI
50 mM, pH 7.5, Triton X-100 0.5 % (v/v); DTT 1 mMBMSF 1 mM]. Tras
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una centrifugacion a 13000 rpm durante 1 min, bteswadante se utiliz6 como
extracto crudo y la cantidad de proteina total sterchin6 de forma

convencional, por el método Bradford (1976), sigd@ el protocolo detallado
en (Ausubel et al., 1995).

3.2. Electroforesis de proteinas y tincion del gel

Se mezclaron 2Qg de proteina con disolvente de muestras 2X [Tris-
HCI 250 mM, pH 6.8; glicerol 20 % (v/v); SDS 4 %\(p B-mercaptoetanol 10
% (v/v) y azul de bromofenol 0.025 % (p/v)], se msralizaron a 65 °C
durante 5 min y se separaron por electroforesigetas de poliacrilamida al 15
% (p/v) con SDS, segun el método descrito iniciattm¢gpor Laemmli (1970).

Las proteinas en el gel de poliacrilamida se tifiesumergiendo el gel
durante 30 min en disolucién colorante [azul de Gasie 0.1 % (p/v); acido
acético 8 % (v/v) y metanol 40 % (v/v)] y, postenente, durante 1 h en

disolucién decolorante [a4cido acético 5 % (v/v) etamol 20 % (v/Vv)].

3.3. Transferencia de geles de proteinas a membraeanmunodeteccion

El analisis de proteinas p@estern blose realizé electrotransfiriendo
los geles de proteinas sin tefiir, a una membranatdeelulosa de 0.4hm
(BioRad a 40 V durante 2 h, utilizando tampon de tramsfeia [Tris 25 mM,
pH 9.3; glicina 192 mM y metanol 20 % (v/v)]. Lamnnodeteccién en
membrana se realizé utilizando los anticuerposespondientes a la dilucion
adecuada para cada uno de ellos en tampén TTBSHTi 20 mM, pH 7.5;
NaCl 0.5 M y Tween-20 0.1 % (v/v)]. En primer lugse bloque6 la membrana
con leche desnatada en polvo al 3 % (p/v) durabit®if y se lavé con tampoén
TTBS 5 min. La membrana se incubé con el anticuenpoario durante 1 h'y

se lavé con TTBS 4 veces, de 5 min cada una. Léawon con el anticuerpo
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secundario correspondiente se realiz6 durante 30ynse lavd con TTBS 3
veces, de 5 min cada una, y una ultima vez con 8% Tween-20). La
deteccion final del complejo antigeno/anticuerpmpielasa se efectudé con el
sistemaECL (Amershany siguiendo las recomendaciones del fabricante y
exponiendo la membrana a peliculas fotografisasliék X-Omat; Fuji Medical
X-RAY Film) Para la deteccion final del complejo antigendcaetpo se
incubd la membrana con NBT/BCIBigma en tampon [Tris 0.1 M, pH 9.5;
NaCl 0.5 M y MgC}] hasta la aparicion de la sefial, parando la réaccon
H,O destilada.

3.4. Medida del contenido de ABA y apertura estométa

La determinacion del contenido en ABA se llevo bocan plantulas de
7 d. Se pesaron alrededor de 0.2 g de tejido yirsacanaron a -80° C. Se
triturd el tejido con un homogeneizador de muegBastin technologigscon 5
bolas de acero durante 2 min y se resuspendié 56rulf de solucion de
extraccién (acetona 80 % v/v, 100 mg/L en hidrdx#ao butilado y 0.5 g/L de
acido citrico). Posteriormente, se centrifugd a0l2€pm durante 5 min y el
sobrenadante se sec6 al vacio (7 h). El produdienio se resuspendio en
500 pL de TBS (6.05 g/L Tris, 0.20 mg/L Mg@18.8 g/L NaCl a pH 7.8).

Se analizaron 3 alicuotas de diluciones de estaatatque entraban en
el rango lineal de la curva construida con patral@e8BA (15-250 pg/100 pL),
obtenida por el método de ELISA indirecto (Walkémf®ons, 1987). Se
utilizaron conjugados ABA-BSA cedidos por la Draer@sa LafuentelATA,
CSIO, que habian sido preparados segun Weiler (19%49) algunas
modificaciones (Norman et al., 1988).

Se determind el cociente longitud:anchura como deede la apertura

estomatica en el envés de hojas de planta adwtas(n et al., 1998). Las hojas
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se trataron en luz y en una solucion de KCI 100 mMén oscuridad en una

solucién de CaGIl1l mM.

3.5. Bioluminiscencia

Las semillasPLHY: LUC nos las proporciono la Dra. Isabelle Carré de
la Universidad de Warwick, Reino Unido (Song andr€a2005). Las plantulas
se cultivaron como se describe previamente en ertAgo 1.1.2, bajo
fotoperiodo intermedio (LDHC) durante 6 d y despws&stransfirieron a una
placa blanca multipocillo con medio %2 MS + 3 % sasa 0 el mismo
suplementado con 1, 5 or i CuSQ, or 100uM BCS, como se indica en los
respectivos pies de las Figuras. A continuaciérafslieron a la disolucion y
se repartieron en los pocillos 30 pL del sustratdudiferina Sigma
(0.42 mg/mL) resuspendido en Triton X-100 0.01 %40ruL tampon Tris-
acetato 1M pH 7.75. La placa se sell6 con una dabige pelicula optica
Microseal B# Film(Biorad). Después de un ciclo adicional en condiciones
LDHC, la placa multipocillo se colocd en condicienge luz y temperatura
continuas (LLHH). La bioluminiscencia se midié cael lumindbmetro
Luminoskan Asceny se expres6 como unidades relativas de luz. ladssd
fueron procesados con el softwascent version 2.6 Thermo Scientific

El ensayo para evaluar el efecto del Cu sobredéehina, se llevo a
cabo a partir de una extraccion de proteinas totélpartado 3.1). La reaccion
contenia 15iL del extracto + 10QL del tampo6n de ensayo (15 mM Mg$SO
15 mM KPQ pH 7.8; 4 mM EDTA pH 7.8, 2 mM ATP y 2 mM DTT) O%L
de luciferina (0.3 mg/mL).
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4. TECNICASPARA EL ESTUDIO DE LASPLANTAS

4.1. Medida del peso fresco y de la longitud de taiz de plantulas

Para determinar el peso fresco y la longitud dedases, se sembraron
semillas como se describe en el Apartado 1.1.2em®r que para cuantificar la
longitud de las raices, las placas se incubaroposition vertical durante los
7 d de crecimiento de las plantulas. Las medidgsede fresco se tomaron con
una balanza de precisioBdrtorius researchy las de longitud de las raices
mediante el programdmage J (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Las imagenes
representativas de los fenotipos observados sad@oncan una camara de fotos
digital acoplada a una lupa estereoscopibati€) con el softwardlotic images

2000 1.1o con una camara fotogréfica digitiliKon).

4.2 Medida de la actividad SOD

Como material de partida se utilizaron plantulag detrituradas en N
liquido. Las muestras se prepararon segun se desmi Bowler et al. (1989),
afiadiendo tampdn de homogeneizacioHRO/KH,PO, 50 mM, pH 7.4; BSA
0.1 % (p/v); ascorbato 0.1 % (p/\B; mercaptoetanol 0.05 % (v/v) y TritonX-
100 0.2 % (v/v)], agitando en vortex y eliminandss Irestos celulares por
centrifugacion a 14000 rpm durante 15 min. La cadi de proteina se
determind por el método Bradford (1976). Alrededer20ug de proteina se
mezclaron con disolvente de muestras 2X [Tris-H&) &M, pH 6.8; glicerol
20 % (v/v); SDS 4 % (p/v)}-mercaptoetanol 10 % (v/v) y azul de bromofenol
0.025 % (p/v)], se desnaturalizaron a 95 °C dur&nt@in y se separaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.5126 (p/v) no
desnaturalizante, a 100 V durante 3 h en frio. dtlsg tifio para detectar la

actividad SOD, segun se describe por Beauchampreddvich (1971), con
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NBT 1 mg/ml durante 20 min en oscuridad. Las dife¥e isoformas de la SOD
se identificaron por inhibicion diferencial, incufild con KCN 2 mM
(Cu/znSOD) (Van Camp et al., 1996) o0,(H sobre la solucibn R
[K.HPOYJKH,PGQ,; riboflavina 28uM y TEMED 28 mM] durante 20 min en
oscuridad. La tincion se desarrollé con la expdsi@a la luz durante 5 min vy,
una vez alcanzada la tincién adecuada, se paeatxivn con kD destilada.

Estos experimentos se realizaron con la ayuda BealaNuria Andrés Colas.

4.3. Determinacion del contenido endoégeno de cobyéhierro en plantulas

Para determinar el contenido en Cu de plantulagawae el material
recogido con EDTA 2@M y H,O MilliQPLUS (Millipore), se sec6, se congeld
en N liquido y se liofilizd. Alrededor de 20 mg de i liofilizado se
digirieron en 0.5 ml de HN65 % (v/v) Suprapu® durante 12 h a 100 °C.
Después de diluir con 2 ml de® MilliQPLUS (Millipore), el contenido en Cu
de cada muestra se determind por espectrofotonurabsorcion atémica en
cadmara de grafit@Zeeman, 4100ZL Perkin Elmes)interpolando en una recta
de calibrado con patrones de contenido en Cu cono€lada medida se tomoé
por triplicado a partir de 3 experimentos indepenttis y se represent6 el valor
promedio, normalizado respecto al control WT, can crrespondiente
desviacion estandar. Las medidas de absorcion eaose realizaron en el
SCSIE de laJniversitat de Valéncia

El analisis por espectrometria de masas con plamacoplamiento
inductivo (ICP-MS) se realiz6 en los Servicios Qifgzo-Técnicos de la

Universidad de Castelldn.
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4.4. Determinacion del contenido de antocianinas, DA y clorofilas en
plantulas

El contenido en antocianianas se determind comeigmente se
describe en (Fiorani et al., 2005). De este modwa pa cuantificacion de
antocianinas, las muestras frescas se triturarorlacayuda de micropistilos y
en presencia de,Niquido. Se coloc6 una alicuota de 0.1 g de lagtnaenolida
en tubos corning de 15 ml, y tras agregar 3 ml da solucion 0.1 %
HCl/metanol se incubaron durante 60 min a tempezatambiente.
Posteriormente, se centrifug6 a 2500 rpm durantmifi(y se tomo una alicuota
de 1 ml, a la cual se agregaron 0.75 ml de aguany & cloroformo. Después
de la separacion de fases, se tomo la fase acussanydio la absorbancia a
536 nm, que es el maximo de absorcion de la ciani8i0-glucésido.

El contenido de MDA, considerado como indicadodaperoxidaciéon
lipidica, se midié segun el protocolo descrito arege and Aust (1978) Para
ello, se pesaron alrededor de 100 mg de tejidadrgsse congelaron a -80 °C.
A continuacién, se trituraron con un micropistddiadiéndoles 1 mL de tampon
de reaccion (TCA, &cido tricloroacético 0.15 g/LTRA, acido tiobarbitarico
0.037 g/L; 2.4 mL HCI 10M y BHT; hidroxitolueno hlatdo 0.1 mg/L), para
inmediatamente después, incubarlas durante 30 ®n°&. Posteriormente, se
centrifugaron a 6000 g durante 15 min a 4 °C, pecaperar el sobrenadante y
utilizarlo para medir la absorbancia a 535 y 600.

El contenido en clorofila total en plantulasA@bidopsisse determind
por el método triclorométrico (Parsons and Stric#|al963). Asi, se recogieron
alrededor de 50 mg de peso fresco de tejido y sgetaron a -80 °C para su
posterior utilizacion. Se mantuvieron siempre ecuddad y se trituraron con
un micropistilo, afiadiéndoles 1 mL de acetona 89 86 incubaron a 4 °C en
agitacion durante 24 h. Las muestras asi trataglasrdrifugaron a 12000 rpm

durante 10 min para recoger el sobrenadante y rteedipsorbancia a 664.5 y
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647 nm, que corresponden con los maximos de absodei la clorofila Ay B,

respectivamente.

4.5. Estudio de la actividadp-glucuronidasa en las plantas?COPT:GUSy
PMIR:GUS

Las plantulas de lineas transgénicas se dejarornviges y se
embebieron en la disolucion de reacciorsH&CN) 0.5 mM, KFe(CN)
0.5 mM, Triton X-100 0.1 % (v/v), 5-Bromo-4-chloBindolil-3-Dglucurénido
ciclohexilamonio X-gluc; Applicheh 1 mM, NaPQ 100 mM pH 7.2, EDTA
10 mM pH 7.2] (Jefferson et al., 1987) y se inditon intermitentemente con
una bomba de vacio. A continuacion, los vialesnseibaron en oscuridad a
37 °C hasta que aparecio la tincién azul. La réacse dejé durante toda la
noche o se pard a la hora con lavados de etanoheetraciones crecientes

(30- 70 %), que destifien las clorofilas.

4.6. Medida del movimiento foliar

Para estudiar los ritmos circadianos en plantuta&rdbidopsisa partir
del movimiento de los cotiledones, se procedié segdwards and Miller
(2007), utilizando plantulas de 7 d en las condiegcontinuas descritas en el
Apartado 1.1.

Las semillas se desinfectaron y cultivaron en médi MS, como
previamente se ha descrito (Apartado 1.1.2). Lasagl sembradas se incubaron
en fotoperiodo neutro durante 5 d. A continuacifas plantulas fueron
transferidas a nuevas placas de 25 pocilRiBby Sterilin Ltd, UK a los que
previamente se les ha colocado urf demedio ¥ MS 1.5 % fitoagar. Después

de 24 h en las cabinas de crecimiento, las plaga®ri colocadas delante de
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camaras web en condiciones continuas de luz. Sartonfotografias cada 30

min durante 6 d.

4.7 Analisis de los datos

Para la colecciéon de datos de la medida del montmifoliar, se usé el
software MetaMorph segun Edwards and Miller (2007) y el protocolo del
fabricante. A continuacion, para el analisis deritmsos en el movimiento foliar
y bioluminiscencia, se uso 8S Excel interface Biological Rhythm Analysis
Software System (BRASS) ((Locke et al., 2005); disponible en
http://millar.bio.ed.ac.uk/PEBrown/BRASS/BrassPatie), a partir de un
analisis del periodo, fase y amplitud de los ritnodicadianos, usando el
algoritmo FFT-NLLS (Plautz et al., 1997).

El analisis estadistico de la expresion relatie llevdé a cabo
comparando la expresion relativa de los genes (BR)}Pbasado en una
comparacion de a pares, fijado en un test de m&sign aleatoria (p <0.05)
(Pfaffl et al., 2002). Para el resto de parametses|levdé a cabo un analisis
ANOVA de dos vias con el test Duncan £ 0,05), tras comprobar la
homogeneidad de varianzas y la normalidad de lmsdatilizando el software

InfoStat version 2010Kttp://www.infostat.com.3r(Di Rienzo et al., 2011).

El andlisis tedrico de la expresion, en funcidnlaie condiciones de
crecimiento, se realiz6 mediante la base de datoHJRBAL

(http://diurnal.mocklerlab.ory/ y el andlisis tedrico de las secuencias

promotoras, mediante las basB&ACE Plant cis-acting regulatory DNA
elements  (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/signalsd¢daml), y
PATMACH (http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nphrpatch.p).
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Resultados. Capitulo 1

1. CARACTERIZACION DE LAS CONDICIONES DE ESTUDIO DEL
ESTADO NUTRICIONAL DE COBRE EN Arabidopsis thaliana

1.1 Estudio del rango de niveles de cobre a utilizan diferentes tipos de

cultivo

En este trabajo se han estudiado principalmestefiectos que tienen
las condiciones de deficiencia de Cu en el medibyes el crecimiento de

plantas déArabidopsis thalianan diferentes estadios del desarrollo.

1.1.1. Crecimiento de plantas en maceta

En primer lugar, se estudio el efecto de diferentegcentraciones de
Cu en plantas cultivadas en macetas que contiemba, tarena y vermiculita
(2:1:1). El crecimiento de las semillasA&bidopsisen maceta, en condiciones
de deficiencia del metal, se llevo a cabo regamteasalmente con disolucion
nutritiva ¥2 MS sin Cu, preparada en el laboratgMurashige and Skoog,
1962). A la misma disolucion nutritiva se le afiaglie diferentes
concentraciones del metal para obtener las comdisiale suficiencia (Cu 2.5
uM) y exceso (Cu 100uM) del metal. Una vez alcanzada la madurez
reproductiva (6 semanas) y tomando como controtrdeimiento 6ptimo, la
condicion de suficiencia de Cu, los sintomas olagkys en las plantas en
deficiencia y en exceso de Cu son similares. Enoamtasos, las plantas
presentan clorosis foliar y reduccion del tamafdeyla fertilidad (Figura
R.1.1).
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Cu control +Cu

Figura R.1.1. Sintomas de las plantas adultas derabidopsiscultivadas en maceta
con diferentes niveles de Cu.as plantas WT se regaron durante 6 semanas cgdio me
% MS con diferentes niveles de Cu: deficiencia &dition del metal al medio; -Cu),
suficiencia (2.5:M Cu; control) y exceso (106M Cu; +Cu).

Los sintomas de las plantas crecidas en macetafieiedcia de Cu no
son muy reproducibles entre distintos experimernoshablemente debido a la
gran variabilidad en el contenido del metal presemt el sustrato. Por ello, con
el objetivo de controlar las condiciones de deficia de Cu en plantas adultas,
se han optimizado las condiciones nutricionalescehivos hidropénicos.
Ademas, este sistema nos permite disponer de jidegede las raices y del

brote de forma separada.
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1.1.2. Crecimiento de plantas en cultivos hidropési

Para conseguir la deficiencia de Cu en sistemasogodicos, se
germinaron semillas WT en medio %2 MS comercialssinarosa, para reducir
las contaminaciones. Tras dos semanas de crecimid¢ed plantulas se
transfirieron a bandejas de plastico del sistemapémics® para cultivo
hidropdnico, que minimizan la contaminacion deladlarecimiento de algas.
Una vez en el sistema hidropoénico, se utiliza méthagland 0.5X sin Cu. La
suficiencia de Cu se ha usado como control y serabtifiadiendo Cu 04M
al mismo medio.

Como se observa en la Figura R.1.2, a simple eistaecimiento y el
aspecto que presentan las plantas en deficienc2udeo difieren de los del

control crecido en suficiencia.

control -Cu

Figura R.1.2. Cultivos hidropénicos deArabidopsis cultivadas en suficiencia y
deficiencia de Cu.Las semillas WT se germinan en medio ¥2 MS comersiial
sacarosa en tubos eppendorfs de 0.5 mL durantsetiagnas. Después se transfieren a
bandejas negras de plastico del sistema Arapondm®ie se cultivan en solucién
Hoagland 0.5X en suficiencia de Cu (¥ Cu; control) o en deficiencia (sin afadir
Cu al medio; -Cu). La solucidn de riego se renusmraanalmente durante 4 semanas.

Sin embargo, una vez finalizada la fase reprodaictin los cultivos
hidroponicos, se observo que la pigmentacion deuldierta de las semillas

depende de las condiciones de crecimiento. Lasllasngue provienen de
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plantas cultivadas en deficiencia de Cu, muestran aubierta seminal mas
clara que la de las semillas obtenidas de plam&sdas en suficiencia de Cu
(Figura R.1.3).

control -Cu

Figura R.1.3. Pigmentacion de la cubierta de las sgllas de plantas deArabidopsis

en suficiencia y de deficiencia de Curotografia de las semillas obtenidas a partir de
plantas WT cultivadas durante 6 semanas en medigleliod 0.5X con suficiencia de
Cu (0.1uM; control) y de deficiencia de Cu (sin adicion dedtal; -Cu).

Ademas, las semillas obtenidas de plantas cre@dasuficiencia y
deficiencia de Cu se cultivaron durante 6-7 d ecgd con fitoagar-agua. Como
se observa en la Figura R.1.4a, la tasa de gerdmate las semillas que
provienen de plantas crecidas en medio deficiemt€ees menor que la de las
semillas de plantas cultivadas en suficiencia del@ucuantificacion del peso
fresco y la longitud de las raices de las plantgsninadas, corroboran la

diferencia observada (Figura R.1.4b).
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Figura R.1.4. Plantulas de Arabidopsis procedentes de semillas de plantas
cultivadas en deficiencia y suficiencia de Cwa) Fotografia representativa de plantulas
WT cultivadas durante 7 d en placas con fitoagaaagontrol: semillas procedentes de
plantas WT cultivadas en solucién Hoagland 0.5X sufitiencia de Cu (0.iM); -Cu:
semillas procedentes de plantas WT cultivadas duociéoa Hoagland 0.5X con
deficiencia de Cu (sin adicién del metal al medm)Peso fresco y longitud de la raiz
de las plantulas mencionadas en el Apartado ajraidibarras blancas) y -Cu (barras
grises). Las barras representan la media + DEréplizas bioldgicas.

1.1.3. Crecimiento de plantulas en placas de aultiv

Fundamentalmente, en este trabajo se han utilizadatulas de
Arabidopsis de 7 d cultivadas en medio sélido Y2 MS, ya que Emn
condiciones mas habituales para el crecimientarebidopsisen el laboratorio.
Para el estudio de las respuestas a las variacgmmkesconcentracion de Cu en
el medio de crecimiento se requiere la eleccionudemedio control y el
establecimiento de los limites de las condicioreedeficiencia y exceso. Con el
objetivo de que los cambios nutricionales represesituaciones ambientales
realistas, se han elegido las concentraciones déedando en cuenta que
deben ser suficientemente diferentes de la condwmadtrol a nivel molecular,
para que la planta pueda detectar la variaciéisporeer a ella, pero sin alterar

excesivamente la fisiologia de la planta. Previdmese ha establecido que las
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plantas experimentan deficiencia de Cu cuandodasemntraciones enddgenas
son inferiores a 5ug/g de peso seco y manifiestan el exceso de Cu a
concentraciones endogenas superiores a 20389 de peso seco (Marshner,
2002) (Tabla R.1.1). Las plantulas Aebidopsiscultivadas en el medio Y2 MS
presentan un contenido enddgeno de Cu inferioingited que se considera
deficiencia del metal. Por otro lado, concentraesode Cu en el medio por
encima de fuM, implican que el contenido enddgeno se situelearego de

exceso del metal.

Tabla R.1.1. Resumen de las condiciones de estudie Arabidopsis segun el
contenido en Cu endégeno

Contenido en Cu endégenq Concentracion de Cu exdgend
(ng/g de peso seco) (UM)
Placa| Hidrop6nicg Maceta
Deficiencia <5 <0.1 0 0
Suficiencia 5-25 0.5-1 0.1 2.5
Exceso > 25 >5 1 100

Con el objetivo de evaluar a qué concentracioneSulen el medio se
genera estrés en las plantulas, se cuantifico taxjcion lipidica y el
contenido total de clorofila. Con este fin, seigalon plantulas WT durante 7 d
en medio ¥2 MS comercial y el mismo medio con elante de Cextracelular
BCS (4cido 2, 9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantroldisulfénico) 10QuM, para
conseguir condiciones de deficiencia de Cu. Tamb@atilizé el medio ¥2 MS
(preparado en el laboratorio) y el mismo medio concentraciones de Cu de
0.5 a 50uM para comparar con el medio comercial y para padetrolar la

cantidad de Cu del medio.
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Figura R.1.5. Contenido en MDA vy clorofila en plantilas deArabidopsiscultivadas

en medios con diferentes concentraciones de Ca) Contenido de MDA y b)
Contenido total de clorofila en plantulas WT de @ededad cultivadas en medio %2 MS
(com, comercial), y el mismo medio suplementadoB6:% (100uM) o Cu de 0.5 a 50
uM. Las barras representan la media + DE de 4 @&plmoldgicas. Medias con una
letra distinta son significativamente diferentes (@.05).

La peroxidacion lipidica, medida como contenido déDA
(malondialdehido) por unidad de peso fresco, nosemi diferencias
significativas desde 0 hasta 1M de Cu en el medio. Sin embargo, a
concentraciones iguales o superiores al5de Cu se produce un incremento
en la peroxidacion lipidica (Figura R.1.5a). El wemido total de clorofila por

81



Resultados. Capitulo 1

unidad de peso fresco también muestra que concimtes iguales o superiores
a 25uM de Cu en el medio producen un descenso signifcade este

parametro (Figura R.1.5b).

1.2. Expresion de genes marcadores regulados porceso y deficiencia de

cobre

Con el objetivo de identificar nuevos marcadoretemdares asociados
a las condiciones nutricionales de exceso y deidafiia de Cu, se usaron los
resultados del andlisis global de expresion géaicaicromatrices, obtenidos
previamente en nuestro laboratorio, en los queosepara la expresion en
plantulas cultivadas en deficiencia (Y2 MS), complias crecidas en exceso de
Cu (10 pM) (Andrés-Colas et al., 2013). Entre las difersntategorias
funcionales preponderantes en el analisis de lasomatrices, se eligieron una
serie de genes (Tabla R.1.2) que muestran exprd#iémncial, con un valor

log, ratio de> [1].

Tabla R.1.2. Resumen de las categorias funcionalgeponderantes en funcién de
la condicién de Cu

Categoria funcional Exceso Deficiencia
Homeostasis idnica CCSs COPT2, CCH
Respuesta a estrés CSD2, SDH1-2, FSD1

Rbohl
Modificacion y reparacion del DNA HDA18 CYP79F1, BUS1
Metabolismo del azufre
Division celular/ Crecimiento celular BUB3.2 GDPD6, EXPB3
Transduccién de sefiales PRR5, GRP7 ACA1l, CAS

1.2.1. Expresion génica en exceso de cobre
Entre los genes seleccionados para validar su ggprgénica mediante

PCR cuantitativa (QPCR) se incluyen como contraégunos genes que
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participan en la homeostasis i6nica, cuya reguta@or Cu se ha descrito
previamente en la bibliografia (Yamasaki et al.0®0Bernal et al., 2012;
Andrés-Colas et al.,, 2013). En este sentido, dedittomo control para el
exceso de Cu, la expresion de la chaperona citesdle Cu,CCS (Abdel-
Ghany et al., 2005)Figura R.1.6). Con respecto al estrés oxidativoegado
por el exceso de Cu, uno de los mejores repredentale esta categoria es
CSDJ] que codificala superoxido dismutasa de Cu/zZn (Yamasaki e280y),
cuya expresion también se confirma por gPCR entrasesondiciones (Figura
R.1.6).

2 = 25 .
75:‘ 1.6 5 2
~ =L
g 12 E1.5
© s 1
£ 038 -
P 0.5
§ 8

0 0
- * = *
312 316
< <
= =12
"é 0.8 °E=
5 04 5%

K oy
a 504

0 —t— m 0 ]
= * = *
312 | 312
a a
Zo0s . | 208
S = ;

1)

= 04 X 0.4
3 3

[1] 0 *
- * -
5"1.2 | [ 5"1_2 | ’
= =<
Z08 - | Zo0s ‘
g g |
§0-4 ) } E“-“ w |
[4 (L]

0 0

-Cu +Cu Cu +Cu

Figura R.1.6. Expresién de genes inducidos en exoede Cu.Expresiones relativas
de los gene€CS, CSD1, SDH1-2, Rbohl, HDA18, BUB3.2, PRRERP7 Plantulas
WT de 6 d se cultivaron en deficiencia de Cu (Y2 ¢d8ercial; -Cu, barras blancas) o
en exceso de Cu (Y2 MS comercial con (i de Cu; +Cu, barras grises). El gen
UBQ10se usa como control interno. Los niveles de mRNAegeresan en unidades
relativas (u.r.) y estan referidos al exceso del@s.barras representan la media + DE
de cuatro réplicas bioldgicas. Los asteriscos sgmtan diferencias significativas (p <
0.05).
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En relacion con nuevos genes, cuyo aumento de s&prsirva como
marcador del exceso de Cu, se ha confirmado leesipr del gen nuclear que
codifica para la succinato deshidrogenasa $E1-2 mitocondrial (Leon et
al., 2007). Dicha expresién indica la participacide la mitocondria en la
percepcion/sefializacion del exceso de Cu. Aderedsbserva un cambio en la
expresion de la NADPH oxidagbohl (Suzuki et al., 2011), que aumenta en
plantulas cultivadas en altas concentraciones del&€wue apoya que la
generacion de especies reactivas del oxigeno (R{D8a parte del proceso de
sefalizacion por exceso de Cu. En las categorfagofuales de modificacion
del DNA vy division celular, los genes candidatagalos son los que codifican
la histona desacetilasa 18iDA18 y BUB3.2 (budding unhibited for
benzimidazgl (Caillaud et al., 2009x;uyos resultados de gPCR confirman los
datos obtenidos en las micromatrices (Figura R.1.6)

Como se vera mas adelante (Capitulo 4), hemosladstla posibilidad
de que se produzca una regulacion reciproca emtnerheostasis del Cu vy el
reloj circadiano. En este sentido, hemos analizede@xpresion de genes
componentes del reloj, com®RR5, de la familia de reguladores de
seudorrespuestérujimori et al., 2005)y la proteina rica en glicinaGRP7
(Schoning et al., 2008), que son dos de los mejoepsesentantes de la
categoria de sefializacion y cuyo incremento deesijmm en exceso de Cu

también se ha corroborado por gPCR (Figura R.1.6).

1.2.2. Expresion génica en deficiencia de cobre

Los genes del transportadé©OPT2y de la SOD de F&SD1,son dos
de los mas representativos en la respuesta aeatefiaide Cu y su expresion
depende del factor de transcripcion SPL7 (Yamastkl., 2009; Bernal et al.,
2012; Andrés-Colas et al., 2013). La expresiongiesegenes se ha usado como
control en plantulas WT y ademds, se ha utilizaddouantespl?, cedido por el

Dr. Hiroaki Yamasaki de la Universidad de KyushuJd@dn, para comprobar
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la dependencia o0 no de SPL7 de los genes regukdateficiencia de Cu
(Figura R.1.7).
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Figura R.1.7. Expresién de genes inducidos en daéacia de Cu.Expresion relativa

de los genesCOPT2, FSD1, CYP706Al, BUS1, GDPD6, EXPB3, QASCAl
Plantulas de 6 d WT (barras lisas3pl7 (barras punteadas) se cultivaron en deficiencia
de Cu (medio ¥2 MS comercial;-Cu, barras blancash ¥xceso de Cu (medio ¥2 MS
comercial suplementado con iM de Cu; +Cu, barras grises). El mMRNA de cada gen
se analizé por gPCR con cebadores especificongrsaalizé con la expresion del gen
UBQ1Q Los niveles de mRNA se expresan en unidadesvadafu.r.) y estan referidos

a la condicién de deficiencia de Cu. Las barrasessmtan la media = SD de cinco
réplicas bioldgicas. Medias con una letra distsua significativamente diferentes (p <
0.05).
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Los patrones de expresion de los controles se draparado con los de
los genes obtenidos del analisis global menciopaeeiamente, pertenecientes
a diferentes categorias funcionales (Tabla R.IFRyra R.1.7) (Andrés-Colas
et al., 2013). Entre los genes de la categoriasiguesta al estrés se encuentra
CYP706A1,que codifica un miembro de la familia del citocrofRd50. La
regulacion de la expresion de este gen por Cu sernaborado por gPCR y se
observa que depende parcialmente de la funciérPie Sigura R.1.7). En la
categoria de biosintesis de compuestos con azafreasseleccionado otro
miembro de la familia del citocromo P43DYP79F] también conocido como
BUS] relacionado con la via biosintética de glucositad alifaticos de
metionina (Segnderby et al., 2010). La expresién RlS1 también es
parcialmente dependiente de SPL7 (Figura R.1.7)aEategoria de expansion
celular, los genes que codifican la glicerofosfettieasaGDPD6Yy la expansina
EXPB3estan entre los que muestran una mayor expresférenigial en el
analisis de micromatrices y su regulacion por Chaeonfirmado por gPCR
(Figura R.1.7). Se observa que, mientras la exjmesie GDPD6 es
independiente de la funcién de SPL7, la exprese®yBXiPB3es parcialmente
dependiente de SPL7. Finalmente, en la categor&eid@izacionCASes uno
de los mejores representantes (Tabla R.1CAS codifica una proteina
localizada en el cloroplasto que se consideraamstiuctor primario de la sefial
del calcioexterno y que participa en la regulacion de lataperestomatica en
respuesta a concentraciones externas elevadadcite(Etan et al., 2003). El
aumento de la expresion @ASen deficiencia de Cu es dependiente de la
funcion de SPL7. Ademas, el gen que codifica ladraba carbonicaACA1l,
también esta relacionado con la sefializacion pefocéHermans et al., 2010)

pero en este caso, su expresion es independiestelde
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1.2.3 Cinéticas de la percepcion de los cambiodosnniveles de cobre del
medio

Con el objetivo de averiguar el tiempo que necedda plantulas para
percibir los cambios en los niveles ambientale€dee evaluo la cinética de la
expresion de los genes marcadores de deficiencraetal COPT2y FSD1) en
plantulas cultivadas en deficiencia severa y luggnsferidas a suficiencia de
Cu y viceversa. Para ello, se cultivaron plantMi@sdurante 6 d, bien en medio
con deficiencia severa en Cu o en medio con sufigedel metal. Tras esos
6 d, las plantas se transfirieron al medio de @odés opuestas, es decir, las
plantulas cultivadas en deficiencia severa se pasarsuficiencia de Cu, y
aguellas plantulas cultivadas en suficiencia sesfideron a deficiencia severa
del metal. Se tomaron muestras a diferentes tienpaoa el analisis de la
expresion génica (Figura R.1.8 y 1.9). El tiempoooen el eje de la grafica
corresponde al de la transferencia. Las plantukseron en fotoperiodo neutro
con ciclos de luz y temperatura de 12 h (LDHC). mgestras se recogieron a
las 0, 6 y 12 h de la etapa de luz durante logl2i8 duracion del experimento.

La fase de oscuridad se representa en las Figurfas@o gris.
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Figura R.1.8. Cinéticas de expresion de los gendsOPT2 y FSDL1 tras la
transferencia de deficiencia a suficiencia en Cul.as plantulas de 6 d cultivadas en
medio ¥>2 MS comercial con BCS 5/ se transfirieron a un medio ¥2 MS comercial
con 1uM de Cu. Las muestras se recogieron a las 0, 6hy @i2sde el inicio de la etapa
luminosa (luz: fondo blanco, oscuridad: fondo gdsjante 2 d. El mRNA se analiza
por gPCR con cebadores especificos y se normadizdacexpresion del gedBQ1Q
Los niveles de mMRNA se expresan en unidades refafju.r.) y estan referidos a la
muestra a tiempo cero en el gje (inicio de la fearscia). Cada punto representa la
media + DE de cinco réplicas bioldégicas. Medias aoma letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

Al transferir las plantulas que habian sido cuttasen condiciones de
deficiencia severa a condiciones de suficiencia Gle se observa una
disminucion de la expresion relativa de los ge@&PT2y FSD1 (Figura
R.1.8). La expresion relativa de ambos genes abiksa cuando se alcanza un
80 % de reduccion en relacion al tiempo cero, ebosncasos. Sin embargo, la

cinética de la disminucion fue distinta segun el gealuado. Mientras que para
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el genCOPT2se observa una represion del 50 % de su exprada®6 h de la
transferencia de medio, para el gé8D1 se observa una represion de similar

magnitud entre las 18 y 24 h de la transferencgu(g R.1.8).
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Figura R.1.9. Cinéticas de la expresién de los gen€OPT2 y FSD1 tras la
transferencia de suficiencia a deficiencia severaedCu. Las plantulas de 6 d
cultivadas en medio %2 MS comercial conM de Cu se transfirieron a un medio %2 MS
comercial con BCS 50(M. Las muestras se recogieron a las 0, 6 y 12 #ledekinicio

de la luz (luz: fondo blanco, oscuridad: fondo jgdisrante 3-4 d. EIl mRNA de cada gen
se analizé por gPCR con cebadores especificosgrsealizd con la expresion del gen
UBQ1Q Los niveles de mRNA se expresan en unidadesvadafu.r.) y estan referidos

a la muestra a tiempo cero en el eje (inicio dealasferencia). Cada punto representa la
media + DE de cinco réplicas biologicas. Medias oama letra distinta son

significativamente diferentes (p < 0.05).

En el caso inverso, al transferir las plantulasivadas en condiciones

de suficiencia a condiciones de deficiencia degéwpbserva la induccion de la
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expresion de los gen€OPT2y FSD1 (Figura R.1.9). La expresion @OPT2
aumenta 20 veces a las 18 h de la transferenctatnas que para el gé&isD1
se observa el incremento maximo (unas 10 veces 48 h de la transferencia.
Como se ha descrito anteriormente, estos datosrroamf que el tiempo de
respuesta ante la variacion del Cu del medio eoomesraCOPT2que para
FSD1

Ademds, en ambos casos se observa que, tras emimtto, la
expresion no se estabiliza, sino que muestra omiles (Figura R.1.9).
Efectivamente, una vez que se alcanza el maximexgeesion, se observa un
descenso significativo y la expresion vuelve araaa otro maximo relativo
24 h después del primero, o que sugiere que lnegyposeen una expresion
ciclica con un periodo circadiano. Como se obsetvda Figura R.1.9, los
maximos de expresion de ambos genes no coincidemug se producen a
distintos tiempos del ciclo. En el caso @®PT2,la expresion ciclica alcanza
maximos alrededor de las 0 h del fotoperiodo ylermso dé-SD1,los picos se

producen alrededor de las 6 h (Figura R.1.9).

1.3. Efecto de la sobreexpresion del factor transigrcional SPL3 sobre la

respuesta a la deficiencia de cobre

Para estudiar la posible relacion de otros miembda familia de
factores de transcripcién SPL con la homeostasdi€dgese realizé un andlisis
comparativo entre dos estudios transcriptomicobayés previos. Por un lado,
el andlisis de micromatrices mencionado anteriotenégieficiencia vs exceso
de Cu) (Andrés-Colas et al., 2013) y por otro lagloanalisis de los cambios
globales de expresion génica de plantas sobreexpeesdel factor de
transcripcion SPL3 (SP8 vs WT), obtenido en el laboratorio del Dr. Peter

Huijser (Instituto Max Planck de Colonia) (resuttadho publicados).
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Alrededor del 45 % de los genes inducidos (valgs rlatio de> |1]) en
condiciones de deficiencia de Cu, aparecen reposnh las plantas SP3
con respecto a las WT (resultados no mostradogje Etlos se encuentran
algunos genes relacionados con el ritmo circadyal@ohomeostasis del Cu. A
partir de los resultados de esta comparacion, akzarpor qPCR la expresion
de genes relacionados con las respuestas a defeceém Cu ESD1 COPT2y
CCH) en plantulas WT y SPI°8 cultivadas durante 7 d en deficiencia (*2 MS)
y suficiencia de Cu (%2 MS suplementado con 0.5 ((B&mno se muestra en la
Figura R.1.10, las plantulas WT cultivadas en dgficia de Cu presentan un
aumento en la expresion D1y de COPT2con respecto a la condicién de
suficiencia. Sin embargo, en las plantulas SPL&sta induccién es unas
8 veces inferior par&SD1y de unas 10 veces pat®PT2,con respecto a la
induccion observada en las WT. Ademas, la inducd®@CH en condiciones
de deficiencia de Cu no se detecta en las planBias’® (Figura R.1.10).

Con el objetivo de determinar si el efecto de larsexpresion dSPL3
sobre la atenuacion de la respuesta a la defieietheiCu estd mediado por
cambios en la expresion &PL7 que se considera el principal regulador de
dichas respuestas, se analizo la expresion deeéstas mismas plantulas
(Figura R.1.10). Dado que no se observan diferensignificativas en los
niveles de expresion ®&PL7en las plantulas SPE3con respecto a las WT, ni
tampoco en funciéon de la concentracion de Cu emealio, estos resultados
indican que la respuesta a la deficiencia de Gufasttemente atenuada en las
plantas SPL¥ y que este efecto no estd mediado por cambiosvel ni

transcripcional de la expresion del facg®L7
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Figura R.1.10. Expresion de genes marcadores de deficiencia de @u plantulas
SPL3E, Expresiones relativas deSD1, COPT2, CCH SPL7 Plantulas de 7 d WT
(barras lisas) y SPI°8 (barras punteadas) se cultivaron en suficienci€uémedio %2
MS comercial con 0.5M de Cu; control, barras blancas) y deficienciaCde(medio Y2
MS comercial; -Cu, barras grises). El mRNA de cgda se analiza por qPCR con
cebadores especificos y se normaliza con la expredel genUBQ10y EF1 Los
niveles de mRNA se expresan en unidades relativag ¢ estan referidos a la planta
WT en la condicién de suficiencia de Cu. Las barepsesentan la media + DE de tres
réplicas biolégicas. Medias con una letra distgda significativamente diferentes (p <
0.05).

92



control

Resultados. Capitulo 1

Para evaluar si la atenuacion en la respuestadefleiencia de Cu
observada en las plantulas SPE@s un efecto general de competencia por los
sitios de union GTAC en los promotores de los geliasa, que podria ser
provocado por la sobreexpresion de cualquier aiotof SPL, se analiz6 la
expresion relativa de los marcadores deFSD1, COPT2y CCH en plantulas
SPLE®. El factor SPL8, que pertenece a una subfamititinta al factor SPL3,
no posee el dominio e¢ktended SBP que contiene una secuencia muy
conservada, pero de funcién todavia desconocidar(eo et al., 2010). Para
evaluar el efecto que causa la sobreexpresion H8,3@ cultivaron plantulas
WT y SPLE* durante 7 d en medio deficiente en Cu y se andizxpresion

de genes marcadores de deficiencia del metal.
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Figura R.1.11. Expresion de genes marcadores de deficiencia de @u plantulas
SPL8E. Expresiones relativas de&SD1, COPTy CCH. Plantulas de 7 d WT (barras
lisas) y SPL8F (barras grises) se cultivaron en deficiencia de (@edio ¥ MS
comercial). EIl mRNA de cada gen se analiza por ge@Rcebadores especificos y se
normaliza con la expresion del géR1. Los niveles de mRNA se expresan en unidades
relativas (u.r.) y estan referidos a las plantas YA&E barras representan la media + DE
de cuatro réplicas biol6gicas. Medias con una ldisdiinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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Como se muestra en la Figura R.1.11, la expresiétiva de los genes
FSD1 COPT2y CCH no varia en las plantulas SPEBo es incluso mayor, en
el caso deFSD1 con respecto a las WT. Estos resultados indiasn Igs
efectos de la sobreexpresion de SPL3 sobre la atEmude la respuesta a
deficiencia de Cu son especificos de esta SPLugang se producen con la
sobreexpresion de otros miembros de la familia c8/b8.

Con el objetivo de conocer si la regulacion $feL.3 depende de la
concentracién de Cu en el medio, se cultivarontplas WT durante 6 d en
distintas concentraciones del metal. A medida gqmeeata la concentracion del
metal en el medio de crecimiento, se observa usmidicion gradual de la

expresion del geSPL3(Figura R.1.12).

s

SPL3 mRNA (u.r)
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Figura R.1.12. Expresion del genSPL3 en diferentes concentraciones de Cu.
Expresion relativa del geBPL3en plantulas de 6 d WT cultivadas en medio %2 MS en
las concentraciones de Cu indicadas. El mMRNA da ¢mh se analiza por gPCR con
cebadores especificos y se normaliza con la expre@l genUBQ1Q Los niveles de
mRNA se expresan en unidades relativas (u.r.) §nestferidos a la condicién de
suficiencia de Cu (0.5M). Las barras representan la media + DE de dokcaép

biolégicas.
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A continuacion, tras observar la ligera induccidéa k& expresion
relativa deSPL3en deficiencia de Cu, se analiz6 si su regulad&pende del
factor de transcripcion SPL7 (Figura R.1.13). Rdl@, se cultivaron plantulas
WT vy spl7durante 7 d en deficiencia severa (Y2 MS + BCSN) yexceso de
Cu (2 MS con 5 pM). La expresion d&SD1 se us6é como control de la
respuesta a la deficiencia de Cu dependiente d&.SBhmo se observa en la
Figura R.1.13, la expresion relativa &PL3 se induce ligeramente en
deficiencia severa frente a exceso de Cu, y eslacaidon es, al menos
parcialmente, dependiente de SPL7. La presencigleteentos GTAC, de
respuesta a deficiencia de Cu, en la regién pramate SPL3 (resultados no

mostrados) podria ser la causa de esta regulaaréiap

1.6

=9
ha
—

——

0.4

mRNA (u.r.)
=
[--]

-Cu +Cu -Cu +Cu -Cu +Cu -Cu +Cu
+BCS +BCS +BCS +BCS
WT spi7 WT spi7
FSD1 SPL3

Figura R.1.13. Expresion del gerSPL3 en plantulas WT vy spl7. Expresion relativa
de FSD1y SPL3en plantulas de 7 d WT (barras lisaspspl7 (barras punteadas)
cultivadas en deficiencia severa de Cu (medio Y2 dd®ercial con BCS 30 pM; -
Cu+BCS, barras blancas) y en exceso de Cu (medits¥omercial con M de Cu;
+Cu, barras grises). El mRNA de cada gen se ang@d gPCR con cebadores
especificos y se normalizé con la expresion del gEh. Los niveles de mRNA se
expresan en unidades relativas (u.r.) y estanidefea los de deficiencia de Cu en la
planta WT. Las barras representan la media + DEedeéplicas técnicas.
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Dado que las plantulas SPiZ3tienen muy atenuada la respuesta a
deficiencia de Cu, se evalud si el crecimiento stasplantulas se ve afectado
por la escasez de Cu en el medio. Para ello, svagoh plantulas WT y
SPLP* durante 7 d en deficiencia, suficiencia y excesoCdey, como se
muestra en la Figura R.1.14, no se observan di@&g®en el crecimiento de las
plantulas SPL¥ con respecto a las plantulas WT en suficienciaceso de
Cu. Sin embargo, en deficiencia, tanto la longiedios hipocotilos, como el
grado de inclinacion de los cotiledones respectejeal(parametro relacionado

con el ritmo circadiano), estan ligeramente afextazh las plantulas SPY3

control

WT SPL30E

Figura R.1.14. Fenotipo de plantas SPL%¥ en diferentes concentraciones de Cu.
Plantulas WT y SPL3 cultivadas durante 7 d en deficiencia de Cu (médid1S
comercial; -Cu), suficiencia de Cu (medio ¥2 MS corizé con 0.5uM de Cu; control)
y en exceso de Cu (medio ¥>2 MS comercial conNiGle Cu; +Cu).

Con el objetivo de exacerbar las condiciones ddcidatia, se

cultivaron plantulas WT y SPE8 durante 18 d en deficiencia severa (medio
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% MS con 10QuM de BCS) y se compararon con las plantulas cultisaen
suficiencia de Cu (Figura R.1.15).

a)

WT SPL3CE WT SPL30E
control -Cu+BCS

b)
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Figura R.1.15. Fenotipo de plantulas SPL% en deficiencia severa de Cua)
Plantulas WT y SPL% cultivadas durante 18 d en suficiencia de Cu (médiMS
comercial con 0.5uM de Cu; control) y deficiencia severa de Cu (metioMS
comercial con 10@M de BCS; -Cu+BCS). b) Longitud de la raiz, nimeeoraices y
tasa de crecimiento en plantulas SPL3Plantulas WT (barras blancas) y SPE3
(barras grises) cultivadas durante 18 d en defidesevera de Cu (medio ¥2 MS
comercial con 10QM de BCS). El numero de raices y su longitud seiifizan con el
softwarelmage Jy el cociente (longitud de la raiz/ n° de raickal barras representan
la media + SD de tres réplicas bioldgicas. Los rastes representan diferencias
significativas con respecto al WT (p < 0.05).

La medida de la longitud de la raiz, nUmero deesig la tasa de
crecimiento nos sirven para cuantificar el fenotijjpservado. Para todos estos
parametros, las plantul&°L3 muestran valores menores que las WT (Figura
R.1.15), lo que indica que son mas sensibles gseplantulas WT a la
deficiencia severa de Cu.
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1.4. Regulacion postranscripcional de la deficierside cobre

Como ya se ha indicado en la introduccién, dengdadfamilia de
factores de transcripcion SPL, los miembros desldxyrupos Il y lll, entre los
que se encuentr&PL3 estan regulados a nivel postranscripcional per lo
MiRNAs156 y 157(Rhoades et al., 2002; Xing et al., 2010). Coabgbtivo de
conocer si se produce la citada regulacion pogtrignesonal deSPL3segun el
estatus nutricional de Cu, se utilizaron plantasiggeénicas disponibles en el
laboratorio del Dr. Peter Huijser, en las que losnmtores de los diferentes
miR156(a, b, c, dy h) y miR157(a, b, cy d) estan fusionados al gen testigo de
la B-glucuronidasa (GUS). Estos miRNAs funcionan comenées reguladores
del desarrollo floral, por lo que, en los trabgpoblicados previamente, sélo se
habia estudiado su expresion en la parte aéressgrantas (Xing et al., 2010).
Para estudiar la posible funcién en la homeostiu, en primer lugar, se
analizo la expresion de estos miRNAs en la raitoten plantulas como en
plantas adultas (Tabla R.1.3 y Figura R.1.16). dtevidlad GUS dirigida por los
promotores de lomiR156 a excepcion dehiR156a se detecta en raices, tanto
en plantulas de 14 d, como en plantas adultas §TRHI.3.). Sin embargo, los
mMiR157s6lo presentan actividad en las raices de plattaltas (Tabla R.1.3.).
Ademas, la actividad de lgsiR156en las raices se observa en suficiencia de
Cu (Figura R.1.16) y permanece en medios con caraméones variables de Cu

(deficiencia y exceso de Cu) (resultados no mossad

Tabla R.1.3. Resumen de la expresion de loaiRNAs 156y 157 en raices en
diferentes estadios del crecimientoSe indica la presencia (+) o ausencia (-) de la
actividad GUS en raices de plantulas de 14 d aecih placa o plantas adultas en
cultivo hidropodnico.

miR156 miR157
a b c d hfa b c d
Plantula | - + + + +| - - - -
Planta -+ + 4+ |+ + o+ 4+
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miR156b
V=
\

Figura R.1.16. Deteccion de la actividad GUS en piéas PMIR156:GUS Tincion
GUS durante toda la noche de plantufdIR156:GUScultivadas durante 14 d en
medio con suficiencia de Cu (medio ¥2 MS comeraal @.5uM de Cu).

El analisis de 1000 pb de las regiones promotoeatosipre-miR156
indica la presencia de posibles elementos regudadcis de respuesta a
deficiencia de Cu (cajas GTAC) en algunos de €bo<, d, e, ¥/ g). Por otro
lado, los datos de las micromatrices mencionadegigmente (deficiencia vs
exceso de Cu) (Andrés-Colas et al., 2013) muesuadospre-miR1560b, d, e,
f y h) estan ligeramente regulados por los niveles dei€el medio. Con el
objetivo de corroborar si la expresion de lo#R156 esta regulada por la
presencia del metal en el medio, se analizarongP@R los niveles de los
miR156smaduros (con cebadores especificos para las faleiasiR156a-f),
ya que las formas maduras son las que actUanatimente sobre los mensajeros
diana que se van a degradar. Para ello, se reongigices de plantulas WT de
14 d cultivadas en diferentes concentraciones de&eCandlisis de la expresion
génica muestra que los niveles de transcritos sleniR156 (a-f) se inducen,
tanto en deficiencia como en exceso de Cu, corecgs@ la condicion control
de suficiencia, siendo mayor la expresion en exdesou (Figura R.1.17).
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Figura R.1.17. Expresion de losniRNAs 156y 172en diferentes concentraciones de
Cu. Expresiones relativas de los geng@fR156y miR172en raices de plantulas WT de
14 d cultivadas en deficiencia de Cu (medio ¥2 M&eawial, -Cu, barras blancas),
suficiencia de Cu (medio ¥2 MS comercial con @\ de Cu; control, barras grises) y
en exceso de Cu (medio 2 MS comercial conu¥Dde Cu; +Cu, barras negras). El
mMRNA de cada gen se analiza por gPCR con cebadspesificos y se normaliza con
la expresion del geh8S Los niveles de mRNA se expresan en unidadesvasafu.r.)

y estan referidos a la condicidon de exceso y defaia, respectivamente. Las barras
representan la media = DE de cuatro réplicas bicédég Medias con una letra distinta
son significativamente diferentes (p < 0.01).

Ademds, se ha descrito quemr@R172esta regulado aguas abajo por el
mMiR156 (Wu et al., 2009; Huijser and Schmid, 2011), pprglue también se
analizé la expresion de este miRNA. Como se muestria Figura R.1.17, la
expresion delmiR172 es baja en exceso de Cu, probablemente como
consecuencia de la induccién deiR156 Sin embargo, en condiciones de
deficiencia de Cu, se observa simultdneamentallzcoion deimiR172y la del
miR156 con respecto al control (Figura R.1.17), lo queiene que en
deficiencia de Cu tiene lugar una compleja regalaeispacial entre logiR172
y miR156 quedando todavia por determinar la accién queoarafercen sobre

la expresion dSPL3
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2. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTADOR DE ALTA
AFINIDAD DE COBRE COPT2, EN DEFICIENCIA DE HIERRO

2.1. Efecto de las deficiencias de cobre y de hieren la regulacion de la

expresion decopt2

El andlisisin silico de unas 1000 pb de la regiébn promotora previa al
inicio transcripcional deCOPT2 revela la presencia de posibles elementos
reguladores por deficiencia de Cu y de Fe. Estidmegpntiene cuatro motivos
GTAC probablemente involucrados en la respuesta deficiencia de Cu
(Kropat et al., 2005; Yamasaki et al., 2009) y wtivo E-box, que podria estar
implicado en la respuesta a deficiencia de Fe (@ell® and Guerinot, 2004,
Hartmann et al., 2005). También es destacableelgepcia de posibles motivos
de regulacion por la luz y el ritmo circadiano, geedescribiran mas adelante.

Con el objetivo de determinar la expresion retatole COPT2 en
condiciones de deficiencias de Cu y de Fe por adpay en la doble deficiencia
conjunta de Cu/Fe en el medio de crecimiento, #évaon plantulas WT de

Arabidopsisen placas con los siguientes medios:

a) suficiencia de Fe y suficiencia/ exceso ded@utfol)
b) suficiencia de Fe y deficiencia de Cu (-Cu)

c) deficiencia de Fe y suficiencia/ exceso de-€Eg)(
d) deficiencias de ambos metales (-Fe -Cu)

En plantulas cultivadas en deficiencia de Cu seda una induccion
en la expresion relativa dEOPT2 (35.6 u.r.) con respecto a la condicién
control (Figura R.2.1). Esta induccion también dmsesva en plantas con
deficiencia simultdnea de Fe y Cu, siendo éstavtadamayor (52.3 u.r.) a la

observada en plantas cultivadas en deficiencia WigFR@yura R.2.1 y Tabla
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R.2.1). Por otro lado, al evaluar la expresion @ePT2 en plantulas del
mutante de pérdida de funciépl7 con respecto al WT, se observan niveles
basales de mRNA en plantulapl7 en las condiciones de deficiencia de Cu
(Figura R.2.1). Este hecho indica que la expresifativa deCOPT2depende
parcialmente del factor transcripcional SPL7. Adenen la misma Figura se
puede observar que las plantas WTspl7 presentan un nivel basal de la

expresion deCOPT2 superior al del mutanteopt2-1, cuando se cultivan en

exceso de Cu.
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Figura R.2.1. Expresion deCOPT2 en deficiencia de Fe y de Cu en plantulas de
Arabidopsis Andlisis de la expresion relativa @OPT2por qPCR en plantulas WT
(barra blanca),d7 (barra gris) ycopt2-1(barra gris oscuro) cultivadas durante 7 d en
suficiencia de Fe y exceso de Cu (medio Y2 MS casenol0uM CuSQ; control),
deficiencia de Cu (medio ¥2 MS casero; -Cu), ddficie de Fe (medio Y2 MS casero
con 10uM CuSQ, y 300 uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y de @edio

% MS casero con 3Q@M de ferrozina; -Fe-Cu). La expresion del ¢#8Q10se utiliza
como control interno. Las barras son la media +deEtres réplicas biolégicas. u.r.:
unidades relativas. Medias con una letra distintasignificativamente diferentes (p <

0.05).

Con el objetivo de estudiar el patron de expresipacial d&COPT2
la regién promotora del gen se fusiono al genge&iUS (PCOPT2:GUS$Yy el
transgén se introdujo en plantas WTAtabidopsis(Garcia-Molina, 2011). Las
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plantas transformadas se cultivaron en condicideedeficiencia de Cu durante
7 d, transcurridos los cuales, se procedié a &8GinGUS. La actividad del gen
testigo se detecta practicamente en toda la ptagteé encuentran niveles altos

en las raices en deficiencia de Cu, que aumentandouse aplican ambas

deficiencias metdlicas de Cu y de Fe conjuntam@iderra R.2.2).

o/n

control

Figura R.2.2. Deteccion de la actividad g-glucuronidasa en plantulas
PCOPT2:GUS Plantulas cultivadas durante 7 d en suficiengaFé y Cu (medio
%% MS casero; control), deficiencia de Cu (medio % basero; -Cu), deficiencia de Fe
(medio ¥2 MS casero con 3Q0/ de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu (mmed
% MS casero con 300M de ferrozina; -Fe-Cu) a diferentes tiempos dailecion a
37°C + GUS (overnight; o/ny 1 h).

Con el fin de establecer en qué tejidos se imgcexpresion dA€EOPT2
se tomaron fotografias de las plant&0PT2:GUSras incubar tan s6lo 1 h a
37 °C la reaccion del ensayo GUS. En las condésiate suficiencia de Cu
(1 uM) empleadas en este ensayo no se observa exptEs@DPT2en raices,
ni en suficiencia, ni en deficiencia de Fe (FigiR&2.2). Curiosamente, se
detecta un nivel basal de actividad GUS en cotiledpcuando las plantulas se
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incuban durante toda la noche en condiciones deielefia de Fe y suficiencia
de Cu (Figura R.2.2).

A continuacion, se evalud la respuesta del pagsgjracial de expresion
en deficiencia de Fe a diferentes concentracioeedul Para ello, se cultivaron
plantulasPCOPT2:GUSen un rango de concentraciones de Cu de o\ 1

m 1 m r

e b ol uﬁ.H&O
ﬁmr L

0.00 0.25 0.50 1.00
[Cu] (V)

Figura R.2.3. Patron de expresion deCOPT2 en plantulas PCOPT2:GUS con
diferente contenido en CuTincién 3-glucuronidasa de plantul&COPT2:GUSde 7 d
incubadas durante la noche a 37° C en deficiereigedy a las concentraciones de Cu
indicadas en el medio.

La expresion en deficiencia de Fe se observa iineioge cuando los
niveles de Cu en el medio son inferiores a @5 Figura R.2.3), lo que indica
que la expresion deOPT2en raices requiere condiciones de deficienciaude C

2.2. CARACTERIZACION DE LA LINEA MUTANTE copt2-1 EN
CONDICIONES DE DEFICIENCIA DE COBRE Y HIERRO

Puesto que el patron de expresion del G&PT2 es diferente en
deficiencia de Cu, de Fe o en ambas deficienciapistamente, se analizaron

los posibles fenotipos del mutantopt2-1 en dichas condiciones y se
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compararon con la condicion control (suficienciaFgey exceso de Cu). No se
detecta ningun fenotipo apreciable en las plantdas mutantecopt2-1
cultivadas en medio %2 MS con diferentes dispoddes de Cu. Sin embargo,
mientras que las plantulas WT en condiciones deidetia simultanea de Fe y
Cu, muestran una ligera clorosis, las hojas delEstulascopt2-1permanecen
mas tiempo verdes, lo que sugiere un leve incremmentla resistencia a la

privacién de Fe en ausencia de la funcién de CQPitRra R.2.4).

Figura R.2.4. Fenotipos de plantulagopt2-1cultivadas en deficiencia de Cu y de
Fe. Fotografias de plantulas WTcppt2-1cultivadas durante 7 d en suficiencia de Fe y
exceso de Cu (medio Y2 MS casero conulD CuSQ;; +Fe+Cu), deficiencia de Cu
(medio ¥2 MS casero; +Fe-Cu), deficiencia de Fe {métl MS casero con 1QM
CuSQ y 300uM de ferrozina; -Fe+Cu), o deficiencia de Fe y @edio ¥2 MS casero
con 300uM de ferrozina; -Fe-Cu).

Con el fin de cuantificar el fenotipo observado las plantulas del
mutantecopt2-1 se midio el contenido de clorofila total, el pdsesco y la
expresion del gehHCB1.1 Para ello, se cultivaron dichas plantulas durante
7 d, en las cuatro condiciones de Fe/Cu utilizahasl ensayo anterior. Como
se puede observar en la Figura R.2.5, la lcw#2-1 presenta un contenido
mayor de clorofila total en comparacion con lasnplias WT en todas las
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condiciones evaluadas, y esta diferencia se aceatuacondiciones de

deficiencia de Fe.
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Figura R.2.5. Contenido en clorofila total de plantlas cultivadass en deficiencia de
Fe. El contenido total de clorofila de plantulas WTarftas blancas) gopt2-1(barras
grises) cultivadas durante 7 d en suficiencia dg Erceso de Cu (medio %2 MS casero
con 10puM CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio ¥2 MS casefiy); deficiencia
de Fe (medio Y2 MS casero con M CuSQ, y 300 uM de ferrozina; -Fe), o
deficiencia de Fe y Cu (medio ¥2 MS casero conB@0e ferrozina; -Fe-Cu). Medias
con una letra distinta son significativamente difeees (p < 0.05).

Por otro lado, no se observan cambios signifioatien el peso fresco
de las plantulasopt2-1en deficiencia de Fe (Figura R.2.6a). Sin embao,
expresion deHCB1.1(Light harvesting clorophyll binding protéinparametro
indicativo de la integridad del aparato fotosim@tiaumenta en el mutante en
deficiencia de Fe (Figura R.2.6b).
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Figura R.2.6. Peso fresco y expresion deHCB1.1 en plantulas copt2-1 a) Peso
fresco de plantulas WT (barra blancaggpt2-1(barra gris) cultivadas durante 7 d en
suficiencia de Fe y exceso de Cu (medio ¥2 MS casenolOuM CuSQ;; control),
deficiencia de Cu (medio ¥2 MS casero; -Cu), dedficie de Fe (medio ¥2 MS casero
con 10uM CuSQ, y 300uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu (rnéd MS
casero con 30QM de ferrozina; -Fe-Cu). Las barras son la medizEtde tres réplicas
biologicas. b) Analisis de la expresionlddCB1.1en plantulas WT (barras blancas) y
copt2-1(barras grises) en las condiciones descritas é&paitado a). La expresion del
genUBQ10se usa como control interno. Las barras son laane®E de tres réplicas
biologicas. u.r.: unidades relativas. Medias coa letra distinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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Para determinar si las diferencias observadaglsenda la ausencia de
expresion deCOPT2 obtuvimos la planta complementada, transformaado
linea copt2-1 con el genCOPT2 silvestre, dirigido por su propio promotor
(PCOPT2:COPT2:GFP Las plantulas dérabidopsisPCOPT2:COPT2:GFP
cultivadas en deficiencia de ambos metales, muesina restauracion parcial
de la expresion d&COPT2 De acuerdo con este hecho, se observa una
recuperacion de la sensibilidad a las deficienalas metales en la linea
complementada, como se aprecia en la medida ddakridn de clorofila
(Figura R.2.7a, b). Ademas, en esta linea tambigmiluye la expresion de
LHCB1.1y FSD1en deficiencia simultanea de ambos metales, epa@uidon

con la lineacopt2-1(Figura R.2.7¢).
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Figura R.2.7. Contenido en clorofila y expresion géca de plantulas copt2-1
complementadas cultivadas en deficiencia de Cu y d&. a) Fotografias de plantulas
WT, copt2-1y PCOPT2:COPT2:GFRC2) cultivadas durante 7 d en deficiencia de Fe
y de Cu (medio ¥2 MS casero con 300 de ferrozina; -Fe-Cu). b) Contenido en
clorofila en plantulas WT (barra blancappt2-1(barra gris) yC2 (barra punteada). Las
barras son medias + DE de cuatro replicas biol&gikkedias con una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.01). c) Anéligle la expresion d€OPT2
LHCB1.1ly FSD1por gPCR en plantulas WT (barra blancapt2-1(barra grises) {2
(barra punteada) cultivadas como se describe épaitado a)La expresion del gen
UBQ10 se usa como control interno. Las barras son laianedE de tres réplicas
biolégicas. u.r.: unidades relativas. Medias coa letra distinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).
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También se midiod el nivel de clorofila total ypelso fresco en plantulas
del mutantecoptl, obteniéndose resultados similares a los descpiéoa el
mutantecopt2-1 en condiciones de deficiencia de Fe y de Cu (Fifuga8a),
lo que corrobora la participaciéon de los transpmtesCOPT en este proceso
(Figura R.2.8b).
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Figura R.2.8. Fenotipos de plantulagoptl cultivadas en deficiencia de Cu y de Fe.

a) Fotografias de plantulas WTcgptlcultivadas durante 7 d en deficiencia de Cu y de
Fe (medio Y2 MS casero con 3AM de ferrozina; -Fe-Cu). b) Peso fresco y contenido
en clorofila total de plantulas WT (barra blancajoptl (barra gris) cultivadas en las
mismas condiciones que el Apartado a). Las bamadasmedia + DE de tres réplicas
biolégicas. Medias con una letra distinta son Sicaivamente diferentes (p < 0.05).

Para evaluar si la mayor resistencia del mutaof®2-1a la clorosis
férrica también ocurre en estadios ontogénicoseposts, las plantas se
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cultivaron en sistemas hidroponicos en las cuawadiciones indicadas
previamente (suficiencia de Fe y de Cu (condiciontol), suficiencia de

Fel/deficiencia de Cu, deficiencia de Fe/suficiendea Cu y deficiencia en
ambos metales). En plantas cultivadas en el sistéinaponico, en condiciones
de doble deficiencia metalica, se observan sintaieaslorosis similares a los
descritos en plantas cultivadas en placa en camdisi de doble deficiencia
(Figura R.2.9). Una vez mas, los sintomas de dwres la parte aérea son
menos pronunciados o estan retardados en las ptae?-1con respecto a las
plantas WT (Figura R.2.9). Este retraso repercutelae produccion de las

semillas, ya que las plantas mutantes producensewlas que las plantas
WT, cuando son cultivadas en deficiencia de Fe @ule
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control

-Fe-Cu %

WT copt2-1 c2

Figura R.2.9. Fenotipo de plantagopt2-1cultivadas en cultivo hidropénico.Plantas
WT, copt2-1y PCOPT2-1:COPT2-1(C2) cultivadas en el sistema hidropdnico con
solucién Hoagland (control), Hoagland sin Cu (-Gidagland sin Fe (-Fe) o Hoagland
sin Fe y sin Cu (-Fe y -Cu).

Con el fin de determinar si el contenido endégdados metales en
estas plantas es el responsable de los fenotimaswanlos en la linezopt2-1
se determind el contenido de Fe y de Cu median®MS en plantulas de
ArabidopsisWT y copt2-1cultivadas durante 7 d en las cuatro condiciores d
Fe/Cu descritas previamente. Respecto al Fe, serabgue, tanto en las
plantulas WT comacopt2-1, el contenido es menor cuando se cultivan en
condiciones -Fe y -Fe-Cu. Sin embargo, no se ohgediferencias en el
contenido de Fe entre genotipos dentro de cadaaidndle cultivo evaluada
(Figura R.2.10).
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Figura R.2.10. Contenido endégeno de Fe en plantsldVT y copt2-1 Contenido en
Fe medido por ICP-MS de plantulas WT (barra blayaapt2-1(barra gris) cultivadas
durante 7 d en suficiencia de Fe y exceso de Culigne MS casero con 1AM
CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio %2 MS case@y); deficiencia de Fe (medio
% MS casero con 1M CuSQ, y 300uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu
(medio ¥2 MS casero con 3@ de ferrozina; -Fe-Cu). Las barras son la medi2E:
de tres réplicas biologicas. P.S: peso seco. Med@s una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

Por otra parte, respecto del contenido en Cubserga una marcada
disminucion en deficiencia de Cu. Sin embargo ferelincia de lo descrito para
el contenido de Fe, si se observan diferencias esnéenido en Cu en funcion
del genotipo. En concreto, se observa una ligesmiducion en el mutante en
las dos condiciones de exceso de Cu (Figura R,2dbb)de previamente se
habian detectado niveles basales de expresiéGQ@RT2 (Figuras R.2.1 vy
R.2.2). Por otro lado, se observa un contenidaftigtivamente mayor de Cu
en las plantas WT cuando se compara la condicifinielge en Fe con la de

suficiencia (+Fe+Cu; control).
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Figura R.2.11. Contenido enddgeno de Cu en plantidaNT y copt2-1 Contenido en
Cu medido por ICP-MS de plantulas WT (barra blaryaagpt2-1(barra gris) cultivadas
durante 7 d en suficiencia de Fe y exceso de Cui{nié MS casero con 1AM
CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio %2 MS case€y); deficiencia de Fe (medio
% MS casero con 1M CuSQ, y 300uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu
(medio ¥2 MS casero con 3QM de ferrozina; -Fe-Cu). Las barras son la mediaE:
de tres réplicas biologicas. P.S., peso seco. Medi@an una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

2.3. Efectos de la deficiencia de hierro en la regpsta a la deficiencia de

cobre

Para conocer las razones moleculares asociadaaaipo observado
en las plantulasopt2-1, se determinaron mediante gPCR los niveles de mRNA
de COPT1en plantulas WT ycopt2-1 cultivadas durante 7 d en las cuatro
condiciones de contenido en Fe/Cu descritas amegite. Cuando las
plantulas se cultivan en condiciones de deficiem#aCu, se observa una
induccién de la expresion deéOPT1 en comparacién con el control. Sin
embargo, esta inducciébn es menor en plantotgg2-1 (Figura R.2.11). Por
ultimo, cabe destacar que al contrario que enidefia de Cu, la expresion de
COPT1no se induce en la doble deficiencia de Fe y derClas plantulas WT
(Figura R.2.11).
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Figura R.2.12. Andlisis de la expresion d€OPT1 en plantulas copt2-1 Expresion
relativa deCOPT1 por gPCR en plantulas WT (barra blancagopt2-1 (barra gris)
cultivadas durante 7 d en suficiencia de Fe y excesCu (medio Y2 MS casero con
10 uM CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio ¥2 MS case@); deficiencia de Fe
(medio ¥2 MS casero con 1M CuSQ, y 300uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de
Fe y de Cu (medio ¥2 MS casero con 300 de ferrozina; -Fe-Cu). La expresion del
genUBQ10se usa como control interno. Las barras son laane®E de tres réplicas
biologicas. u.r.: unidades relativas. Medias coa letra distinta son significativamente

diferentes (p < 0.05).

A continuacion, se determinaron los niveles de ARN dos genes
regulados por deficiencia de GeSD1y CSD2 que codifican respectivamente
las SODs de Fe y de Cu/Zn (FeSOD y Cu/zZnSOD). Comestra la Figura
R.2.13, en suficiencia de Fe y exceso de Cu (chrdeoobserva la expresion
predominante d€SD2.Por el contrario, en condiciones de deficienci&ddy
suficiencia de Fe) se produce la sustitucion dexpaesion de€SD2por FSD1
Sin embargo, en plantulas de la lineapt2-1 en condiciones de doble
deficiencia metalica, la expresion &D1 se ve fuertemente comprometida
(Figura R.2.13). Asi mismo, la expresion @8D2 también esta limitada en
deficiencia de Fe. Por otra parte, se observa guimeéacopt2-1 muestra una
expresion mayor dESD1en deficiencia de Cu y Fe y también un incremento

de la expresion deSD2en deficiencia de Fe (Figura R.2.13).
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Figura R.2.13. Andlisis de la expresion dé&SD1 y CSD2 en plantulas copt2-1
Expresion relativa dé&SD1y CSD2 por qPCR en plantulas WT (barras blancas) y
copt2-1 (barras grises) cultivadas durante 7 d en suficéede Fe y exceso de Cu
(medio %> MS casero con M CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio ¥2 MS
casero; -Cu), deficiencia de Fe (medio %2 MS casern10pM CuSQ, y 300uM de
ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu (meditM% casero con 300M de ferrozina;
-Fe-Cu). La expresion del gé&fBQ10se usa como control interno. Las barras son la
media £+ DE de tres réplicas biolégicas. u.r.: udéarelativas. Medias con una letra
distinta son significativamente diferentes (p <&).0

El aumento observado en la expresion deS@d en las plantulas
copt2-1sugiere una mejora general en la proteccion frahtstrés oxidativo.
Para comprobar esta posibilidad, se midieron latintlhs actividades SOD,
utilizando electroforesis en gel para la separad®as diferentes isoformas y
deteccionin situ de las actividades. Estas medidas enziméticas itearm
corroborar el incremento de la FeSOD en condicioleedeficiencia de Cu y la
falta de induccion ante la doble deficiencia metéliSin embargo, no se

detectan diferencias significativas entre plantMi&B y copt2-1en ninguna de
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las actividades SODs, en las condiciones estudi&igisra R.2.14), por lo que
se descarta que los fenotipos descritos se debamaa mejor defensa
antioxidante de tipo SOD en las plantapt2-1

MnSOD{

FeSOD {

CusSoD {

WT copt2 WT copt2 WT copt2 WT copt2

control -Cu -Fe -Fe-Cu

Figura R.2.14. Actividad SOD de plantulagopt2-1en diferentes niveles de Cu y de
Fe. Actividad SOD de plantulas WT gopt2-1cultivadas durante 6 d en suficiencia de
Fe y exceso de Cu (medio ¥ MS casero copMICCuSQ;; control), deficiencia de Cu
(medio ¥2 MS casero; -Cu), deficiencia de Fe (métlilS casero con JoM CuSQ, y
300 uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y de @edio ¥2 MS casero con 300
UM de ferrozina; -Fe-Cu).

Ademas, para evaluar si la resistencia observadaseplantulagopt2-
1 se mantiene en otras condiciones de estrés oxagativ cultivaron plantulas
WT vy copt2-1 en medio ¥2 MS comercial suplementado con peréxido
hidrogeno (50QuM) o paraquat (0.1M). En dichos medios no se observan
diferencias fenotipicas entre los mutantes y lodrotes (Figura R.2.15), lo que
indica que, en general, las plantulas de la laogd2-1no son mas resistentes al

estrés oxidativo.
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control

paracquat

WT copt2

Figura R.2.15. Fenotipo de plantulascopt2-1 en diferentes condiciones de estrés
oxidativo. Fenotipo de plantulasopt2-1cultivadas durante 14 d en medio control (2
MS) y el mismo medio ¥2 MS con 500 uM dgd4 0 0.1uM de paraquat.

Puesto que la deficiencia de Fe atenda las regsuada deficiencia de
Cu, al menos en lo que respecta a la regulacidia @spresion de los genes
COPT1y FSD1(Figuras R.2.12 y R.2.13), se analiz6 la expred®udos genes
marcadores de deficiencia de Fe, la metalorreda&B©O2y el transportador
de FelRTY, en las cuatro condiciones de Fe/Cu descritasgmente.
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Figura R.2.16. Analisis de la expresion dé-RO2 e IRT1 en plantulas copt2-1
Expresion déFRO2e IRT1 por gPCR en plantulas WT (barra blancajopt2-1(barra
gris) cultivadas durante 7 d en suficiencia de Fexgeso de Cu (medio ¥2 MS casero
con 10puM CuSQ; control), deficiencia de Cu (medio ¥2 MS casefy); deficiencia
de Fe (medio Y2 MS casero con M CuSQ, y 300 uM de ferrozina; -Fe), o
deficiencia de Fe y Cu (medio ¥2 MS casero con @®0de ferrozina; -Fe-Cu). La
expresion del geBQ10se usa como control interno. Las barras son laaneBE de
tres réplicas bioldgicas. u.r.: unidades relatiiiledias con una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

Aunque como cabe esperar ambos genes se inducersmresta a la
deficiencia de Fe (Figura R.2.16), no se observiareshcias de expresion de
FRO2y delIRT1 entre plantulagopt2-1y WT en ninguna de las condiciones
evaluadas (Figura R.2.16). Estos resultados nasifeer concluir que, mientras
que la deficiencia de Fe atenta al menos algunéssdespuestas moleculares
al ayuno de Cu, la deficiencia de Cu no afecta ifstgtivamente a las
respuestas al ayuno de Fe y que estas respuasiasctaestan alteradas en el

mutantecopt2-1

119



Resultados. Capitulo 2

2.4. Andlisis global de los cambios de expresionrgéa en las plantas

copt2-1

Con el objetivo de caracterizar a nivel molecldarcausas de la mayor
resistencia a la doble deficiencia metalica quesg&a el mutante, se
compararon los cambios globales de expresion gésicglantulas WT y
copt2-1cultivadas 7 d en suficiencia de Fe y de Cu (m&egidS suplementado
con Fe 5QuM y Cu 1uM) frente a las mismas plantulas cultivadas en osedi
deficientes en Fe y en Cu (medio ¥2 MS sin adiciérre y Cu, suplementado
con 300uM de ferrozina). Como control de los cambios daesipn en la linea
copt2-1debidos sélo a la deficiencia de Cu, se cultivdesnplantulas WT y
copt2-1 en medio deficiente en Fe (medio %2 MS sin adicit Fe y
suplementado con ferrozina 30M).

Previamente a la hibridacion de las micromatrigepara validar las
condiciones de crecimiento, se analizé por gPCpagbn de expresion de dos
genes marcadores de la deficiencia de@dPT2(Figuras R.2.1y R.2.17) y la
proteina del tipo ZRT/IRTZIP2 (Figura R.2.17). Los resultados corroboran el
patron de expresion esperable pa@PT2y ZIP2 en plantulas WT gopt2-1
en las condiciones citadas previamente (FiguralR)2La expresion dEOPT2

y deZIP2esté regulada en ambos casos por la doble defizidad-e y de Cu.
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Figura R.2.17. Analisis de la expresion d€OPT2y ZIP2 en plantulas copt2-1
Expresion deCOPT2y ZIP2 por gPCR en plantulas WT (barra blanc&ppt2-1(barra
gris) cultivadas durante 7 d en suficiencia de Féuy(medio %2 MS casero; control),
deficiencia de Cu (medio ¥2 MS casero; -Cu), dedficie de Fe (medio ¥2 MS casero
con 300uM de ferrozina; -Fe), o deficiencia de Fe y Cu (me€#& MS casero con
300 uM de ferrozina; -Fe-Cu). La expresién del ggBQ10 se usa como control
interno. Las barras son la media + DE de tres gagplibiologicas. u.r.: unidades
relativas. Medias con una letra distinta son sigaifvamente diferentes (p < 0.05).

Del analisis global de la expresion génica, satifiearon un total de
324 genes diferencialmente expresados (valer&tigp de> |1|) en las plantulas
copt2-1(Tablas R.A1 y R.A2), distribuidos en 49 genesigidos (ratio> 1) y
275 genes reprimidos (rati® -1) para las tres condiciones de crecimiento
testadas (Figura R.2.18). El nimero de genes riamémes mayor que el
namero de genes inducidos en las tres condicidiesondicidn de deficiencia

en Fe muestra el mayor numero de genes cuya edpresia afectada.
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(337N (N

Figura R.2.18. Diagramas de Venn para genes indu@d y reprimidos en plantulas
copt2-1 Plantulas WT ycopt2-1cultivadas durante 7 d en suficiencia de Fe y de C
(medio ¥2 MS casero; +Fe+Cu), deficiencia de Fe [on#MS casero con 3QEM de
ferrozina; -Fe+Cu), o deficiencia de Fe y de CudiméZz MS casero con 3Q@M de
ferrozina; -Fe-Cu). Los valores corresponden al enonde inducidos o reprimidos en
las plantulagopt2-1en las tres condiciones de Fe y de Cu testadas.

El analisis de la ontologia génica llevado a caba el programa
GeneCodis2.0ndica que, entre los genes reprimidos en lastylEscopt2-1,
tienen una mayor preponderancia las categoriastdissebiético y los procesos
de desintoxicacion. Curiosamente, un porcentajgifgigtivo (35 %) de los
genes inducidos en la linempt2-1 estan relacionados con las respuestas al

ayuno de fosfato inorganco (Pi) (Tabla R.2.1).

Tabla R.2.1. Preponderancia de la categoria funciah de ayuno de fosfato en
plantulas copt2-1 Genes relacionados con el ayuno de fosfato indscéh la linea
copt2-1en comparacion con la linea WT (Thibaud et all@otras fuentes). Codigo
MIPS, descripcion del gen, funcién celular y vatorde las micromatrices en
condiciones control (+Fe+Cu), doble deficienciee¢Eu) y deficiencia de Fe (-Fe+Cu).
Los genes cuya expresion ha sido validada por g€ resaltados en negrita, los
genes con valor <|1|, pero cuyos valores de exprafiferencial son estadisticamente
significativos, estan resaltados en gris y los dlres que no son estadisticamente
significativos se indican como n.s.
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Cédigo Gen Funcion celular :gs _gs ;E‘Z

At2932960* gggz catalytic activity, phosphatase activity 2.524 387 2.652
At2g04460 | unknown Unknown 2.204 2.49% 2.300
At5g03545* At4 Unknown 1.383 1.986 1.855
At5g20150 SPX1 Unknown 1.145 1.309 1.47y7
Atlg73010 | PPsPasel phosphoric monoester hydratéisiya 1.073 1.222 1.165
A2g11810 MGD3 1,2-diacylglycerol iltaisits-galactosyltransfera %€ 1 306 1.052 0.738
At5g20790 unknown Unknown 0.865 1.811 1.515
At3g09922* IPS1 Unknown 0.614 1.354 1.469

At1g73220 OCT1 carbohydrate and cRNAitine tranggattivity | 2.067 | 0.782 0.733

At3g03530 NPC4 hydrolase and phospholipase C activity 1.1120.489 0.607

Atlgl7710 | unknown phosphoric monoester hydrolateigc 1.448 1.289 n.s.

galactolipid biosynthetic process, negative

regulation of transcription, DNA-dependent 1.000 1441 n.s.

At1g08310 | unknown

At4g26530* | unknown fructose-bisphosphate aldolasiwity 1.123 0.219 n.s.
At2g45130 SPX3 Unknown 2.069 n.s. n.s.
At29g30540 unknown thiol-disulfide exchange intermage activity 1.039 n.s. n.s.
At4911800* | unknown protein serine/threonine phosgbaactivity n.s. 1.129 n.s.
At1g21980* PIP5K1 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase ns. ns. 1111

activity

La preponderancia de esta categoria en todas desliciones
nutricionales estudiadas indica un efecto genexdhduncion de COPT2 en el
ayuno de Pi (Tabla R.2.1). Para corroborar estadhese analizé por gPCR la
expresion de dos genes marcadores de ayuno dd#®y SPX1,en plantulas
WT y copt2-1de 7 d (Figura R.2.19). Efectivamente, en lastplascopt2-1se
observa la induccion de ambos gemestodas las condiciones nutricionales
estudiadas (Figura R.2.19).
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Estos datos ponen de relieve las complejas irtienaes entre las
deficiencias de Cu, de Fe y de Pi. Las condiciarmas mayor capacidad de
induccion de la respuesta al ayuno de Pi en la Eopt2-1difieren para los
genesAT4 y SPX1 En el caso de la expresion relativa AI€4, la mayor
induccion se produce en suficiencia de Fe y deddntxol), pero la expresion
mas alta d&PX1se produce en deficiencia de Fe (Figura R.2.19).

a

a a

N B
C
C
4
b
2
0

WT copt2 WT copt2 WT copt2
control -Fe-Cu -Fe

At4 mRNA (u.r))
I

SPX1 mRNA (u.r))

Figura R.2.19. Analisis de la expresion deAT4 y SPX1 en plantulas copt2-1
Expresion deAT4y SPX1por qPCR en plantulas WT (barras blancasppt2-1(barras
grises) cultivadas durante 7 d en suficiencia dg E& (medio ¥2 MS casero; control),
deficiencia de Fe (medio ¥2 MS casero con @BDde ferrozina; -Fe), o deficiencia de
Fe y de Cu (medio ¥2 MS casero con 300 de ferrozina; -Fe-Cu). La expresion del
genUBQ10se usa como control interno. Las barras son laane®E de tres réplicas
biolégicas. u.r.: unidades relativas. Medias coa letra distinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).

Ademas, mientras que la expresionAdel se regula por deficiencia de

Fe, la expresion d8PX1en las plantulas WT no se altera en ninguna de las
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condiciones estudiadas (Figura R.2.19). Para cdmapria implicacion del Cu
en el ayuno de Pi, se cultivaron plantulas Wdopt2-1durante 7 d en medios
deficientes en Piy en diferentes regimenes dedeeGu (Figura R.2.20a).

a)
-Pi
-Cu-Pi
-Fe-Cu-Pi
b) 3

[o*]

Longitud raiz (cm)

WT copt2 WT copt2 WT copt2

-Pi -Cu-Pi Fe-Cu-Pi

Figura R.2.20. Fenotipo de plantulascopt2-1en ayuno de Pi.a) Plantulas WT y
copt2-1se cultivaron durante 7 d en deficiencia de Pi ficmncia de Fe y de Cu
(medio ¥ MS casero; -Pi), deficiencia de Pi y deyQuficiencia de Fe (medio 2 MS
casero; -Cu-Pi), y deficiencia de Pi, de Cu y dériredio 2 MS casero con 3p®/ de
ferrozina; -Fe-Cu-Pi). bya longitud de la raiz se midi6 de las plantulas \@arra
blanca) ycopt2-1(barra gris) descritas en el apartado a). Lasabawon la media + DE
de tres réplicas biologicas. Los asteriscos sobse blarras representan diferencias
significativas entre las plantulaept2-1comparando al WT (p <0.05).
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Como se muestra en la Figura R.2.20b, la longieidias raices de las
plantulascopt2-1 es mayor que la de las WT para todas las condisiale
crecimiento estudiadas, lo que indica que las plastcopt2-1 son menos
sensibles al ayuno de Pi.

Por ultimo, se evalud el patréon espacial de laesipn deCOPT2en
plantulasPCOPT2:GUSen deficiencia de Pi (Figura R.2.21).

Pi -Cu-Pi -Fe-Pi

Figura R.2.21. Actividad GUS de plantulasopt2-1en ayuno de PiTincién GUS en
plantulasPCOPT2:GUScultivadas durante 7 d en deficiencia de Pi ycgeriicia de Fe
y Cu (medio ¥2 MS casero; -Pi), deficiencia de RieyCu y suficiencia de Fe (medio
%, MS casero; -Cu-Pi), y deficiencia de Pi y de Fsuficiencia de Cu (medio ¥2 MS
casero con 300M de ferrozina; -Fe-Pi).

A diferencia de lo que ocurre en deficiencia cotjude Cu y de Fe, la
tincion GUS permanece invariable con la concerdrade Pi. Unicamente en
deficiencia de Cu se observa actividad GUS enilaea ayuno de Pi (Figura
R.2.21). Estos resultados ponen de manifiesto léite antagbénica entre la
deficiencia de micronutrientes, como el Fe y el £wacronutrientes como el
Pi.
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Tabla R.Al. Genes reprimidos en plantulasopt2-1 Se indican el cédigo MIPS, el
valor log ratio de> |1|de las micromatrices en condiciones -Fe-CutCliey +Fe+Cu,
anotacién génica y nombre del gen.

Cadigo

MIPS Ratio Anotacion génica Nombre gen
-Fe-Cu/-Fe+Cu/+Fe+Cu
At39g27660 -4.138 /-3.601 /-3.304 Oleosin4 OLE4
At5g44120 -4.075 /-3.664 /-3.971 CRUCIFERINA,; net reservoir ATCRA1
At1g47540 -3.852 /-3.317 /-3.705 Trypsin inhibitputative
At4g26740  -3.843/-3831/-3495 /RABIDOPSIS SEE(?”(SENE Lcaleiumion  agpygy
At1g03880 -3.692 /-3.124 /-3.313 CRUCIFERIN 2; rerit reservoir CRB
At3g01570 -3.617 /-3.287 /-2.932 Glycine-rich pioteoleosin
At4928520 -3.341/-3.211 /-3.334 Cruciferin 3 CRC
At1g73190  -3.289/-3.434 /2110 O TONOPLASTINIRINSIC PROTEIN; water 4 prya.tip
At3922640 -3.281/-3.244 /-1.997 Cupin family piote PAP85
At5907190 -3.172 /-2.864 /-2.722 Arabidopsis thaizeed gene 3 ATS3
At1g65090 -3.003 /-2.906 /-1.642 Similar to AT5G86.1
At5¢g51210 -2.871/-3.257 /-1.427 Oleosin3 OLEO3
At2g28490 -2.825/-2.553 /-2.414 Cupin family piote
At2g15010 -2.611 /-3.492 /-3.600 Thionin, putative
At5g50700 2568 /-3.459 /2502  Short-chain dehygrrgtgeeigase/reductase family  ispq
At4g27170 2492 /-2.629 /-3.923 2S seed storage prot(zln 4 [ NWMU2-2S albumin AT254
At5g40420 -2.484 /-2.534 /-1.284 Oleosin 2 OLE2
At4925140 -2.461 /-2.158 /-1.829 Oleosinl OLE1l
A©2g34700 2360 /-2.723 /-1.970 Pollen Ole e 1 alil)er;gzgir:1 and extensin family
At4g27160 2396 /-3.060 /-2.065 2S seed storage prote?:n 3/ NWMU2-2S albumin AT2S3
At3g63040 -2.291 /-2.831 /-1.408 Unknown protein
At1g54860 -2.096 /-2.431 /-1.575 Similar to AT5GE02L
At4g27140 2061 /-2.410 /-3.025 2S seed storage protelln 1/NWMU1-2S albumin = \r5qq
At1g53480 -2.058 /-2.204 /-1.558 Similar to AT5G80 ATMRD1
At29g02120 -1.933/-1.945/-1.418 LMW cysteine-ritfhy protease inhibitor LCR70
At5g03090 -1.626 /-2.173 /-1.629 Similar to AT1GBB84L
At4g27240 -1.490 /-1.276 /-1.421 Zinc finger (C2ty@e) family protein
At5g44170 -1.414 /-1.127 /-1.461 Similar to AT1G@81L
-Fe-Cu/ -Fe+Cu
At4g16160 -3.272/ -2.595 Protein translocase ATOEP16-2
At3g46900 -3.264/ -1.762 Copper transporter 2 COPT2
At5g07500 -3.139/ -3.032 Nucleic acid bindinganscription factor PEI1
At3912203 -3.031/ -3.556 Serine carboxypeptdike 17 scpll7
At4g34520 2836/ -3.262 FATTY ACID ELONGATIONL; FAEL
acyltransferase
At1g05510 -2.638/ -2.488 Similar to AT2G319B5.
At5g49190 2447/ -2.897 SUCROSE SYNTHASE 2; UDP- ATSUS2
glycosyltransferase
At2923640 -2.3471 -2.932 Reticulon family ot RTNLB13
At3g54940 -2.325/ -3.242 Cysteine proteinaséative
At1g48130 -2.244 | -2.984 Arabidopsis thalidreysteine peroxiredoxin 1~ ATPER1
At1g04560 -2.036/ -2.449 AWPM-19-like membrdamily protein
At1g61800 -1.944/ -1.226 Glucose-6-phosphatedphate translocator 2~ ATGPT2
At4937290 -1.82/ -1.922 Similar to AT2G232I70
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At3g56350 -1.7541 -2.134 Superoxide dismutbt®), putative
At3g49620 -1.712/  -1.242 DARK INDUCIBLE 11;idereductase DIN11
At2921490 -1.698/ -1.912 Dehydrin family piate LEA
At1g06135 -1.673/ -1.583 Similar to AT2G31345.
At5g62800 -1.541/ -1.671 Seven in absentiblA$family protein
At1g15520 -1.517/ -1.475 Pleiotropic drug semice 12) ABCG40
At3g01830 -1.503/ -1.670 Calmodulin-relatedtein, putative
At2923270 -1.442/ -1.607 Similar to AT4G37200.
At1g03106 -1.388/ -2.420 Unknown protein
At5g27420 1367/ -1.451 Zinc finger (C3HCS;;¥2%RING finger) family ATL31
At1g62290 -1.306/ -1.170 Pepsin A
At2g07725 -1.266/ -1.695 Mitochondrial ribosadmprotein L5
At4g35180 1261/ -1.802 LYS/HIS TRANSPORTER 7; amino acid LHT7
permease
At1g79680 -1.260/ -1.559 Wall-associated kingmitative ATWAKL10
At2g07741 -1.250/ -1.488 Atpase subunit 6
At1g69930 -1.243/ -1.811 Glutathione S-traresfe (class tau) 11 ATGSTU11
At2g07698 -1.218/ -1.499 Atpase subunit 1
At2929470 -1.216/ -1.089 Glutathione s-traresde 21 ATGSTUS
At5g52760 1199/ -1.922 Heavy—metal—ass[;)r(;ltaetiid domain-containing
At5g05300 -1.198/ -1.423 Unknown protein
At5g13080 1164/ -1.373 WRKY DNA—blndlr}gagroortem 75; transcription ATWRKY75
At1g19530 -1.149/ -1.064 Unknown protein
At4939675 -1.127/ -1.445 Unknown protein
At5¢g57510 -1.118/ -1.220 Similar to Os08g043B1
AL2g07707 1115/ -1.125 Subunit 8 mnoct;c())rrwr?;lzle(O) ATP synthase
At1g57630 -1.096/ -1.656 Disease resistanctepr (TIR class), putative
At3g46660 -1.075/ -1.916 UDP-glucosyl tranager family protein UGT76E12
At5g01300 1060/ -1.234 Phosphatldyleth;rrgz'laz?;mne—blnd|ng family
At5g10210 -1.056/ -1.018 Similar to TAIR:AT58®30.1
At1g03890 -1.052/ -1.357 Cupin family protein
At1g26390 -1.046/ -1.951 FAD-binding domaimtaining protein
At5g55150 -1.043/ -1.486 F-box family protein
At5g27200 -1.040/ -1.518 Acyl carrier prot&in ACP5
Atlg74870 -1.036/ -1.715 Protein binding /czion binding
At1g12805 -1.027/ -1.481 Nucleotide binding
At1g26380 -1.025/ -1.593 FAD-binding domaimtaining protein
At4g39670 -1.018/ -1.516 Similar to AT2G34600
At1g32350 -1.014/ -1.929 Alternative oxidask 1 AOX1D
At5g42900 -1.012/ -1.928 Similar to AT4AG339B0. COR27
At2925770 -1.010/ -1.330 Similar to AT4G3280.
At1g04660 -1.002/ -1.230 Glycine-rich protein
-Fe-Cu/ +Fe+Cu
At1g73600 1427/ -1.753 Phosphoethanolamine N-methyltransferase 3
(NMT3)

) ) Similar to [Medicago truncatula]
At4g31830 1.383/ -1.198 (GB:ABE93904.1)
At4912490 -1.042/ -1.703 Lipid transfer protéi TP) family protein

-Fe+Cu/ +Fe+Cu
At2g16060 -1.167/ -1.003 ARABIDOPSIS HEMOGL®B1 AHB1
-Fe-Cu

At5g36010 -2.405 Similar to AT3G52410.1
At4905136 -1.937 Similar to AT3G52410.1
At5g45690 -1.884 Similar to AT4G18920.1
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At3g52410 -1.611 Similar to AT5G36010.1
At4g22870 -1.5632 Leucoanthocyanidin dioxygenase
At29g07696 -1.489 Mitochondrial ribosomal protein 7
At2g07981 -1.488 Similar to TAIR:AT2G08986.1
At5g42800 -1.437 Dihydroflavonol 4-reductase; DFR
At3g28010 -1.394 Similar to AT5G38037.1
At4g21920 -1.330 Similar to AT3G20340.1
At3g30720 -1.313 Unknown protein QQs
Similar to ORF54b [Pinus thunber
At2g12905 -1.266 (GB:NP_042462.1)
At2g07671 -1.258 H+-transporting two-sector atpase,
At5954060 -1.244 Udp-glucose:flavonoid 3-o-gluctisyisferase UF3GT
At5g43570 -1.236 Serine protease inhibitor
At4g37570 -1.234 Similar to AT3G52410.1
At5g67080 1.162 Mitogen-activated prfgt)ein kinase kinase kinaseMAPKKKlQ
At4937295 -1.148 Unknown protein
At2g18050 -1.142 HISTONE H1-3; DNA binding HIS1-3
At5911280 -1.134 Similar to AT1G80200.1
At1g62710 -1.131 Vacuolar processing enzyme beta BETA-VPE
At2942540 -1.115 Cold-regulated 15a COR15
At3g52180 -1.112 Tyrosine/serine/threonine phosseat ATPTPKIS1
At5g03210 -1.102 Unknown protein
At5919890 -1.101 Peroxidase, putative
At29g07739 -1.099 Mitochondrial protein atmg0037@REL99)
At4g21020 -1.095 Late embryoge_nc_asis abundant domain-
containing protein
At3g51810 -1.079 Early methionine labelled AT3
Identical to Mitochondrial protein atmg01090
At2907777 -1.067 (ORF262)
At1g69880 -1.044 Thioredoxin H-type 8 ATHS8
At3g21720 -1.043 Isocitrate lyase, putative ICL
At4g22880 -1.033 Ldox (tannin deficient seed 4) ANS
At5g17220 -1.022 Glutathione s-transferase 26 ATGSTF12
At5g50800 -1.021 Nodulin mtn3 family protein ATSWEET13
At5g63350 -1.021 Similar to AT3G48510.1
At4g27460 -1.020 CBS domain-containing protein
At5g44420 -1.020 LMW cysteine-rich 77 LCR77
At5g28030 1.017 Cysteine synthasebijgt—s/(;etylserine (thiol)-lyase, DES1
At5g64790 -1.004 Glycosyl hydrolase family 17 phote
-Fe+Cu
At2g36750 -2.191 UDP-glucosyl transferase 72C1 UGT73C1
At2g36790 -1.977 UDP-glucosyl transferase 73C6 UGT73C6
At3g49580 -1.968 Similar to AT3G49570.1 LSuU1
At2944460 -1.899 Glycosyl hydrolase family 1 protei BGLU28
At3928740 -1.891 - CYP81D1
At3960140 -1.697 Din2 (dark inducible 2) BGLU30
At1g09500 -1.687 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase
At3g26830 -1.671 PHYTOALEX'Nb?rEj'i:r']g'ENT 3); oxygen CYP71B15
At3g21080 -1.648 ABC transporter-related
At2g36770 -1.629 UDP-glucosyl transferase familgtgin
At2926560 -1.554 PHOSPHOLIPASE A 22; nutrient resier PLA 1A
At2g36780 -1.552 UDP-glucosyl transferase familgtein
At1g17810 -1.473 Beta-tonoplast intrinsic protein BETA-TIP
At5g48850 -1.471 Male sterility MS5 family protein ATSDI1
At3g29970 -1.450 Germination protein-related
At2g45570 -1.440 Cytochrome P450, oxygen binding CYP76C2
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At1g48470
At5g37490
At3g47340
At3g46080

At2g40340

At1g26400
At3g63380
At2g36800
At4g04490
At1g10585

Atlg71520

At5g57220
At1g05680
At5g17030
At2g33710
At1g26410

At1g07160

At2g30770
At4g22710
At4g37370
At4g21990
At1g65970
At2g41100

At5941750

Atlg16420

At4g08555
At5g22140
At4g15760
At4g23700
At2g34870
At2g04040
At1g26420

Atlg43160

At2g35980
At3g46090
At5g56870
At5g16980
At5g01540

At5963160

At2g17850
At1g49640
At2g18680
At2g15480
At1g59950
At1g19020
At4g16680
At1g69920
At1g13340
At2g33830
At2925890
At5g17000
At5918290
At3944190
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-1.429
-1.424
-1.414
-1.411

-1.410

-1.407
-1.393
-1.377
-1.358
-1.358

-1.350

-1.348
-1.343
-1.327
-1.313
-1.311

-1.289

-1.287
-1.283
-1.279
-1.278
-1.272
-1.270

-1.269

-1.262

-1.259
-1.250
-1.247
-1.245
-1.242
-1.235
-1.235

-1.229

-1.228
-1.225
-1.224
-1.206
-1.205

-1.199

-1.196
-1.192
-1.192
-1.191
-1.190
-1.189
-1.183
-1.178
-1.173
-1.171
-1.170
-1.168
-1.166
-1.166

Glutamine synthetase 1;5 GLN1;5
U-box domain-containing protein
Dark inducible 6 ASN1
Zinc finger (C2H2 type) family pem
AP2 domam-contammg transcription factor, ATERF48
putative
FAD-binding domain-containing pfot
Ca(2+)-atpase, putative (ACA12)
Don-glucosyltransferase DOGT1
Protein kinase family protein CRK36
Transcription factor
AP2 domain-containing transcription factor,
putative
Cytochrome P450, oxygen binding CYP81F2
UDP-glucosyl transferase familgtgin UGT74E2
UDP-glucosyl transferase familgtein UGT78D3
AP2 domain-containing transcripfiactor
FAD-binding domain-containing pint
Protein phosphatase 2C, putative / PP2C,
putative
Cytochrome P450, oxygen binding CYP71A13
Cytochrome P450, oxygen binding CYP706A2
Cytochrome P450, oxygen binding CYP81D8
Aps reductase 3 APR3
Ubiquitin-protein ligase 4 TPX2
Tch3 (touch 3) ATCAL4

Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR
class), putative
Latex-abundant proteln,'putatlve/ caspase family ATMCS
protein
Unknown protein
Pyridine nucleotide-disulphidedmxeductase

Monooxygenase, putative MO1

Cation/h+ exchanger 17 ATCHX17
Maternal effect embryo arrest 26 MEE26
Antiporter/ multidrug efflux pump ATDTX1

FAD-binding domain-containing pfot
Related to AP2 6; DNA binding / transcription

RAP2.6
factor
Yellow-leaf-specific gene 9 ATNHL10
Transcription factor/ zinc iondiimg ZAT7

Beta-galactosidase, putativetatass putative BGAL4
NADP-dependent oxidoreductasetiwat

Lectin protein kinase, putative LECRKA4.1
BTB and TAZ domain protein 1; protein
A BT1
binding

Similar to AT5G66170.2
Similar to AT1G49650.1
Similar to AT2G18690.1
UDP-glucosyl transferase 73B5 UGT73B5
Aldo/keto reductase, putative
Similar to AT3G48180.1
RNA helicase, putative
Arabidopsis thaliana Glutathiorea®sferase  ATGSTU12
Similar to AT4G35730.1
Dormancy/auxin associated famigtgin
Glycine-rich protein / oleosin
NADP-dependent oxidoreductasetiwet
Small and basic intrinsic protéinl SIP1;2
Pyridine nucleotide-disulphidedmxeductase
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At29g22880
At1g75280
At2907734
At3g09520
At2916130
At2929720
At1g72520
At4g01870
At2g30750
At4g28460
At1g68765
At3g49570
At1g33030
At5g36980
At3g02850
At1g28480
At1g08630
At5g44180
At5g49690
At5¢g51830
At5g64200
At2g15490

At4g25200

At5g59510
At2g34500
At5g01550

At1g66600

At5g04340
At5g39580

At5920230

At5g22530
At1g67980
At2918190
At3g60420
At1g64900

At3g56710
At4g34135
At5924110

At2929490
At5903240

At1g74360

Atlg75270
At1g05560
At5¢g16970

At2920145

At1g22400
At3923550
At3909020
At1g23730
At3915450
At3915356
Atl1g76650
At3g01970

-1.166
-1.161
-1.158
-1.157
-1.153
-1.152
-1.145
-1.144
-1.142
-1.142
-1.140
-1.138
-1.137
-1.137
-1.135
-1.135
-1.134
-1.132
-1.131
-1.124
-1.124
-1.124

-1.124

-1.120
-1.120
-1.119

-1.116

-1.111
-1.107

-1.106

-1.090
-1.089
-1.088
-1.088
-1.087

-1.087
-1.086
-1.086

-1.079
-1.073

-1.072

-1.071
-1.070
-1.069

-1.068

-1.067
-1.060
-1.060
-1.054
-1.054
-1.053
-1.051
-1.044

VQ motif-containing protein
Isoflavone reductase, putative
Ribosomal protein S4 (RPS4)
Exocyst subunit EXO70 family protel4 ATEXO70H4

Mannitol transporter, putative ATPMT2
Monooxygenase CTF2B
Lipoxygenase, putative ATLOX4
Tolb protein-related
Cytochrome P450, oxygen binding CYP71A12
Unknown protein
Inflorescence deficient in absoiss IDA
Similar to AT5G24660.1 LSU3

O-methyltransferase family 2 prote
Similar to AT4G02400.1

Immediate-early fungal elicitomiyy protein SKOR
Glutaredoxin family protein GRX480
Threonine aldolase 1 THAL

Homeobox transcription factor agive
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl stamase
Pfkb-type carbohydrate kinase ffaprotein

Similar to AT2G40390.1 AT-SC35
UDP-glycosyltransferase UGT73B4
Mitochondrion-localized small heat shock HSP23.6-
protein 23.6 MITO
Rotundifolia like 5 DVL18
Cytochrome P450, oxygen binding CYP710A1
Lectin protein kinase, putative LECRKA4.2
WRKY DNA-binding protein 63; transcription
factor ABO3
transcription factor/ zinc iondimg C2H2
Peroxidase
ARABIDOPSIS BLUE-COPPER-BINDING
PROTEIN ATBCB

Similar to AT5G22520.1
Caffeoyl-coa 3-O-methyltransferase CCOAMT
AAA-type atpase family protein
Similar to AT3G60450.1
CYTOCHROME P450 89A2; oxygen hirgdi CYP89
SIGMA FACTOR BINDING PROTEIN 1;

o SIB1
binding
UDP-glycosyltransferase UGT73B2
WRKY DNA—blndlr}ggroortem 30; transcription ATWRKY30
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 19 ATGSTU1
POLYUBIQUITIN 3; protein binding UBQ3
Leucine-rich repeat transmembrane protein
kinase
Glutathione dehydrogenase (ast&rba DHAR2
UDP-glucosyl transferase 75B1 UGT1
Alkenal reductase AER
Toll-Interleukin-Resistance domain-containing
protein
UDP-glucosyl transferase 85A1 ATUGT85A1

MATE efflux family protein
Alpha 1,4-glycosyltransferase farpiotein
Carbonic anhydrase, putative ATBCA3
Similar to AT4G27450.1
Legume lectin family protein
Calcium-binding EF hand familytein CML38
WRKY DNA-binding protein 45; traniption ATWRKY45
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factor
At2g40200 -1.043 Basic helix-loop-helix (bhlh) faynprotein
At5936925 -1.043 Similar to AT5G36920.1
At4921680 -1.039 Proton-dependent oligopeptidesirart (POT) NRT1.8
At4g11890 -1.036 Protein kinase family protein
At5g39050 -1.034 Transferase family protein
At1g56060 -1.034 Similar to AT2G32190.1
At5¢62480 -1.033 GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU9 ATGSTU9
At4g20830 -1.030 FAD-binding domain-containing pint
At4925980 -1.028 Cationic peroxidase, putative
At2g40180 -1.026 Protein phosphatase 2C, putative ATHPP2C5
A2g35730 -1.024 Heavy—metal—ass[;)r(;ltaetiid domain-containing
At5g04330 -1.019 Cytochrome P450, putative
At5922520 -1.017 Similar to AT5G22530.1
At3g30775 -1.016 PROLINE OXIDASE AT-POX
At2g30140 -1.009 UDP-glucosyl transferase familgtein
At5903490 -1.007 UDP-glucosyl transferase familgtgin
+Fe+Cu
At4g27150 -3.773 2S seed storage protein 2 AT2S2
At5g54740 3196 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer oo \¢
protein
At4g15210 -1.683 Beta-amylase ATAE;AEYTA'
At1g43800 -1.463 Acyl-(acyl-carrier-protein) degsate, putative
At4934810 -1.358 Auxin-responsive family protein
At4912480 -1.352 Pearli 1; lipid binding EARLI1
At2g43140 -1.231 DNA binding / transcription factor
At4g12500 1.187 Protease |nh|b|to;/rs(§et(;jnstorage/hpld transfer
At5g54790 -1.165 Similar to AT1G50930.1
At2943620 -1.126 Chitinase, putative
At4910280 -1.043 Wound-responsive family protein
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Tabla R.A2. Genes inducidos en plantulasopt2-1 Se indican el cédigo MIPS, el
valor log ratio de> |1| de las micromatrices en condiciones -Fe-CetCl y +Fe+Cu,
anotacién génica y nombre del gen.

(I:\/(I)Icli’lgo Ratio Anotacion génica Nogrzgre
-Fe-Cu/
Fe+Cu/Fe+Cu
At3g46880 3.114/3.112 /1.730 Similar to AT5G59080
At2g32960 2.873/2.652 /2.524 Tyrosine specifiagirophosphatase family protein Agg:;'za‘
At2g04460 2.495 /2.300 /2.205 Similar to AT2G10A90
At5g03545 1.986 /1.855 /1.383 Unknown protein AT4
At5g03710 1.688/1.689/1.433 Similar to AT4G08710
At5g20150 1.309/1.477 /1.145 (SYG1/Pho81/XPR1) @orcontaining protein ATSPX1
At1g73010 1.222/1.165/1.073 Phosphoric monoésirolase ATPPsPasel
-Fe-Cu/ -Fe+Cu
At3g14210 1.814/1.700 EPITHIOSPECIFIER MODIFIER 1; carboxylic ESM1
ester hydrolase
At5g20790 1.811/1.515 Similar to TAIR:AT3G43110.
At5g35480 1.458/1.828 Unknown protein
At3g09922 1.354/1.469 ATIPS1
At3g15540 1,018/ 1.248 Indoleacetic acid—indfl;c(::(tegrprotein 19; transcription IAA19
At4g32280 1,013/ 1.153 Indoleacetic acid—indfl;c(::(te(()jrprotein 29; transcription IAA29
-Fe-Cu/ +Fe+Cu
At1g08310 1.441/1.000 Esterasel/lipase/thioestdeanily protein
Atlg17710 1.289/1.448 Similar to AT1G73010.1
At2g11810 1.052/1.306 Monogalactosyldiacylgly¢egmthase type C ATMGD3
-Fe+Cu/ +Fe+Cu
At5g59310 1.335/1.247 LIPID TRANSFER PROTEINigid binding LTP4
-Fe-Cu
At3g55240 1.304 Similar to AT3G28990.1
Atlg74150 1.177 Similar to AT1G18610.1
At4g11800 1.129 Calcineurin-like phosphoesteraselygprotein
At5g07770 1.093 Formin homology 2 domain-contairpnotein
At5944260 1.042 Zinc finger (CCCH-type) family peot
At3g12900 1.009 Oxidoreductase, ZOG-I_:e(II) oxygenase family
protein
-Fe+Cu
At1g58480 2.132 GDSL-motif lipase, putative
At2914610 2.025 Pathogenesis-related gene 1 ATPR1
At2925625 1.478 Similar to 0s05g0575000
At1g59406 1.446 Carboxylic ester hydrolase/ lipase
At5g59520 1.445 Zinc transporter 2 precursor ZIP2
At49g14400 1.333 ACCELERATED CELL DEATH 6; proteimbing ACD6
At5g35490 1.129 Unknown protein ATMRU1
At1g21980 1111 1-phosphatidylinositol-4-phospltateénase 1 ATPIP5K1
A©2g18570 1.076 UDP-glucoronosyl/U [IZ))rIZ;glilrJ‘cosyl transferase family
At1g15050 1.075 Indoleacetic acid—indfl;c(::(te(()jrprotein 34; transcription IAA34
At5g48000 1.067 Cytochrome P450, family 708, subfamily A, CYP708 A2
polypeptide 2
At2g22810 1.027 1-aminocyclopropane-1-carboxylgtelase 4 ACC4
At2g10940 1.019 Protease inhibitor/seed storageApnsfer protein
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(LTP) family protein
Short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family

At5g02540 1.013 protein
At5961940 1.007 Ubiquitin carboxyl-terminal hydretarelated

+Fe+Cu
At2g45130 2.069 SYG1/Pho81/XPR1 domain-containirgggin ATSPX3
At1g73220 2.067 Sugar transporter family protein ATOCT1
At5g40260 1.236 Nodulin mtn3 family protein ATSWEETS8
At4g37550 1.190 Formamidase
At4g26530 1.123 Fructose-bisphosphate aldolase
At3g03530 1.112 NONSPECIFIC PHOSPHOLIPASE C4; hig® NPC4
At1g34575 1.100 FAD-binding domain-containing piote
At2g30540 1.039 Glutaredoxin family protein
At5g20180 1.020 Ribosomal protein L36 family protei
At3g08860 1.019 Alanine--glyoxylate aminotransfergsutative PYD4
At1g29395 1.002 Cold regulated 414 thylakoid membéra CC_)r|,\2A4113—
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3. CARACTERIZACION DE LASPLANTAS SOBREEXPRESORAS DE
COPT1

3.1. Efectos de la sobreexpresion del transportadade alta afinidad de

cobre COPT1, en plantas dé\rabidopsis thaliana

Para estudiar el efecto que provoca la sobreegprgsdesregulacion
del transporte intracelular de Cu en el crecimielglantas dérabidopsis se
utilizaron plantas transgénicas sobreexpresorasgelelCOPT1 (COPTLS),
previamente obtenidas en el laboratorio (Andrés€at al.,, 2010). Como
resumen de los fenotipos de las plantas COGPTdodemos destacar que el
tamafno global es sustancialmente menor que el siglentas WT (Figura
R.3.1a). Por otra parte, las hojas de la rosetasiplantas COPPE presentan
hiponastia, es decir enrollamiento de los bordesteriba. Ademas, el tiempo
de floracion estd ligeramente retrasado con respactas plantas WT, en
condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h deal@23 °C y 8 h de oscuridad
a 16 °C). Sin embargo, se produce un ligero avancesd tiempo de floraciéon en
condiciones de fotoperiodo de dia corto (8 h deal@3 °C y 16 h de oscuridad
a 16 °C). Los organos reproductivos también estéotaalos, dado que la
mayoria de las flores muestran estambres mas ctotgsie explicaria la baja
fertilidad que se observa en dichas plantas (ArGadas et al., 2010).

En este trabajo, se ha realizado parte de latesizcion de las plantas
COPTTPE. En primer lugar, se seleccionaron las plantasiiaan y para ello, se
cultivaron plantas de las lineas COBTdn condiciones control y se analizaron
extractos de las proteinas totales, mediante Webtet, que se incubd con el
anticuerpo contra el epitopo de la hemaglutininlavites de la gripe humana
(HA), con el que esta etiquetada la proteina COBiilla regién carboxi-

terminal (Figura R.3.1b). Se seleccionaron aquefiEitas que presentan
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mayores niveles relativos de la proteina HA, quecseelacionan con la
severidad del fenotipo observado en las plantas/adis en maceta (Figura
R.3.1a).

Ponceau

Severo ligero

WT COPT1-HA

Figura R.3.1. Sobreexpresion del transportadoCOPT1en plantas deArabidopsis

a) Fotografia representativa de los fenotipos ohsiers en plantas transgénicas
COPTTF (COPT1-HA) cultivadas en maceta durante 4 semanasondiciones de
fotoperiodo neutro, 12 h de luz a 23 °C y 12 h deundad a 16 °C (LDHC). b)
Deteccién de la proteina COPT1-HA en las hojaslaetas WT y COPTY® mostradas
en el Apartado a) mediante Western-blot de extsadtoproteinas totales revelado con
anticuerpo anti-HA. La tincion Ponceau de la subadi grande de la RubisCo se
muestra como control de carga.

A continuacion, se analizé por qPCR la expresiélativa del gen
COPT1en plantulas WT y COP X cultivadas durante 6 d en condiciones de
deficiencia 0 exceso de Cu. En las dos condicianeduadas, las plantas
COPTLPE presentan niveles méas elevados GOPT1 (2.5 veces), en
comparacion con los niveles observados en planiWas de acuerdo con la

sobreexpresion del transportador (Figura R.3.2).
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Figura R.3.2. Expresién del genCOPT1en plantulas COPTLE. Expresion relativa
de COPT1en plantulas de 6 d WT (barras lisas) y COPTharras rayadas) cultivadas
en deficiencia de Cu (%2 MS comercial, -Cu, barlasdas) o en exceso de Cu (%2 MS
comercial con 1M de Cu, +Cu, barras grises). El ggBQ10se usa como control
interno. Los niveles de mRNA se expresan en unglaelativas (u.r.) y estan referidos
a la planta WT para cada condicién. Las barrasesgmtan la media + DE de tres
réplicas bioldgicas. Los asteriscos representanmeaditias significativas (p < 0.05).

Por otro lado, en plantulas WT se observa la icidinc(2 veces) de la
expresion relativa deCOPT1 en deficiencia de Cu con respecto a las

suplementadas con el metal (Figura R.3.2).

3.2. Sensibilidad de las plantulas sobreexpresorae COPT1 a diferentes

tipos de iluminacién

Con el objetivo de indagar en el fenotipo obseovad luz blanca, se
estudié la respuesta de plantulas COPTdn luz roja o en oscuridad, en
colaboracion con los Drs. Verdnica Arana y Migueigdl Blazquez (IBMCP,
Valencia). Para evaluar la sensibilidad de las tplasa COPT%F a la
concentracion de Cu en luz blanca, se cultivar@mtplas WT y COPT¥
durante 6 d en condiciones de deficiencia de CmdCse observa en la Figura
R.3.3, en deficiencia del metal, la longitud de lepocotilos es mayor en
plantulas COPTY que en las WT.
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Figura R.3.3. Fenotipo de las plantulas COPTX en diferentes condiciones de
iluminacién. Las plantulas WT y COPPE se cultivaron en luz blanca en condiciones
LDHC durante 7 d en deficiencia de Cu (Y2 MS conadyciLas mismas plantas se
cultivaron en oscuridad (DDHC) y en luz roja, endin€’2 MS comercial sin sacarosa.
Las medidas de la longitud de los hipocotilos gpomden a la media + DE de 5-16
réplicas bioldgicas. Los asteriscos representanaditias significativas (p < 0.05).

Al contrario de lo que ocurre en luz blanca, teemascuridad como en
luz roja se observa que la longitud de los hipta®iie las plantulas COPSA

es menor que la de las WT (Figura R.3.3).
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3.3. Analisis global de los cambios de expresionriéa en deficiencia y

exceso de cobre en las plantas sobreexpresorasG{@PT1

Para analizar a nivel molecular los efectos glajue provoca la
desregulacién de la homeostasis del Cu, se cutivaléntulas WT y COPPE
durante 6 d en condiciones de deficiencia de Cal gospararon con plantulas
cultivadas en condiciones de exceso del metal medi&a utilizacion de
micromatrices de DNA.

Previamente a la realizacion de estas micromatrise analizé la
sobreexpresion d&€€OPT1 por sgPCR (Figura R.3.4). De este modo, se
corroboré la induccion de la expresion @OPT1 en deficiencia de Cu en
plantulas WT, asi como la sobreexpresion en lastylds COPTYF, tanto en
condiciones de deficiencia como de exceso de Cua®d muestras que se

utilizaron en las hibridaciones de .lagcromatrices de DNA.

COPTT = v o v e e s — e —

ACTS 0 B s s o o u EEm b Gumg @ e b —
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
WT COPT10E WT COPT10E
-Cu +Cu

Figura R.3.4. Expresion deCOPT1 en plantulas COPTLE. Expresion relativa del
genCOPT1en plantulas WT y COPPX cultivadas durante 6 d en deficiencia de Cu
(medio %2 MS comercial) y exceso de Cu (medio %2 MiRearcial con 1M de Cu). El
gen ACT1 se usa como control de carga. Los numeros repessdas réplicas
biolégicas empleadas en la hibridacion de las mietaces de DNA.

Del andlisis global de la expresién génica detplas WT y COPTSF,
se identificaron un total de 583 genes diferenciali® expresados con un valor
log, ratio de> |1] en las plantulas COP¥ifrente a las WT (Tabla R.A3 y

R.A4). Estas diferencias se distribuyen en un w#ad82 genes inducidos (ratio
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> 1) y de 101 genes reprimidos (ratiel) en las plantas COP¥1para las dos

condiciones de crecimiento testadas (deficien@acgso de Cu) (Figura R.3.5).

Inducidos Reprimidos

Figura R.3.5. Diagramas de Venn de genes inducidos y reprimidos eplantulas
COPT1°F en deficiencia y exceso de C®lantulas WT y COPT¥ cultivadas durante

6 d en deficiencia de Cu (medio ¥2 MS comercialnyegceso de Cu (medio Y2 MS
comercial suplementado con UM CuSQ). Los valores corresponden al nimero de
genes inducidos o reprimidos en las plantulas C8PfFas el analisis de micromatrices
en las dos condiciones de deficiencia o excesoudestadas.

El nimero de genes inducidos es mayor que el desgeprimidos en
las dos condiciones y el exceso de Cu muestra wbmmaimero de genes con
expresion diferencial. El analisis de la ontologémica, llevado a cabo con el
programaGeneCodis2.0indica que, dentro de los genes reprimidos en las
plantulas COPTY, destacan las categorias de genes implicados ceesms
bioldgicos vinculados con la fotosintesis, la fotofagénesis, el transporte de
metales como Fe y Zn, el estrés oxidativo y lapuestas a acido abscisico
(ABA) (Tabla R.3.1).
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Tabla R.3.1. Procesos biolégicos preponderantes emtlos genes reprimidos en las
plantulas COPT1°E, Hyp*<0.01. NG = NGmero de genes anotados en la tistgenes
reprimidos; TNG = Numero total de genes en la ld¢agenes reprimidos; NGR =
Numero de genes anotados en la lista de referefdi@R = NUmero total de genes en
la lista de referencia; Hyp* = p-Value corregidpdrigeométrico.

NGR/

Procesos biolégicos Caodigo NG/ TNG TNGR Hyp*

Fotosintesis G0:0015979 0.0693 0.0026 0.000(
Respuesta de defensa a bacterias G0:0042742 0.0693 0.0058 0.0001
Respuesta a luz azul G0:0009637 0.0396 0.0011 0.0001
Respuesta a rojo lejano G0:0010218 0.0396 0.0012 0.0001
Respuesta a luz roja G0:0010114 0.0396 0.0015 0.0001
Respuesta a frio G0:0009409 0.0693 0.0076 0.0004
Utilizacion de carbono G0:0015976 0.0198 0.0002 0.0023

Descarboxilacion de glicina via

sistemas de corte G0:0019464 0.0198 0.0002 0.002
Respuesta al i6n zinc G0:0010043 0.0297 0.0012 0.0034
Senescencia foliar G0:0010150 0.0297 0.0015 0.0071
Transporte del i6n hierro G0:0006826 0.0198 0.0004 0.0071
Respuesta a estrés oxidativo G0:0006979 0.0495 0.0070 0.0074
Homeostasis celular del i6n hierro G0:0006879 0.0198 0.0004 0.0074
Transporte del i6n zinc G0:0006829 0.0198 0.0004 0.009(
Respuesta celular al 4cido abscisico GO0:0071215 0.0198 0.0005 0.009¢
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Tabla R.3.2. Compartimentos celulares preponderanteentre los genes reprimidos
en las plantulas COPT®E. Hyp*<0.01. NG = Nimero de genes anotados en la dlst
genes reprimidos; TNG = Numero total de genes éstiade genes reprimidos; NGR =
Numero de genes anotados en la lista de refereRdi@R = NUmero total de genes en
la lista de referencia; Hyp* = p-Value corregidpdrigeométrico.

Compartimento celular Cadigo .Il_\:\% .lr_\:\?GRé Hyp*

Cloroplasto G0:0009507 0.3861 0.0550 0.0000
Envoltura cloroplasto G0:0009941 0.2277 0.0156 0.0000]
Membrana del tilacoide del cloroplasto G0:0009535 0.1881 0.0093 0.0000]
Tilacoides del cloroplasto G0:0009534 0.1485 0.0065 0.0000]
Tilacoide GO0:0009579 0.1287 0.0063 0.0000]
Estroma del cloroplasto G0:0009570 0.1683 0.0174 0.0000]
Apoplasto G0:0048046 0.1089 0.0097 0.0000]
Complejo captador de luz G0:0030076 0.0396 0.0006 0.0000]
Plastoglobulo G0:0010287 0.0396 0.0020 0.0002
Complejo de corte de glicina G0:0005960 0.0198 0.0001 0.0003
Membrana G0:0016020 0.1485 0.0496 0.0005
Estromulo G0:0010319 0.0297 0.0011 0.0006
Nucleoide G0:0009295 0.0297 0.0011 0.0006
Peroxisoma GO:0005777 0.0396 0.0049 0.0042
Fotosistema del cloroplasto Il G0:0030095 0.0198 0.0006 0.0043
Orgéanulo lumen G0:0043233 0.0099 0.0000 0.0073

El cloroplasto es el compartimento subcelular @ gnas afectan los
cambios observados en las plantas COPT39 % de los procesos bioldgicos
indicados) (Tabla R.3.2). Por otro lado, dentrolaie genes inducidos en las
plantas COPTY se incluyen las categorias de respuesta a esidaly el

transporte de metales (Tabla R.3.3).
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Tabla R.3.3. Genes representativos de las distintaategorias funcionales entre los
genes inducidos y reprimidos en las plantulas COP P

Categoria funcional Inducidos Reprimidos
Respuesta a estrés | AOX1D, LSU1, NAC87Y LHCB
Transporte de metalgs UPB1 FER1

Con el objetivo de corroborar los resultados olkesnien el analisis de
las micromatrices, se han elegido genes represe#ate las diferentes
categorias para estudiar su expresion por gPCRaRaB.3). Como candidatos
de la categoria de respuesta al estrés se hadelegigenes que codifican a la
oxidasa alternativa 1DAOX1Dy el de respuesta a ayuno de sulfwU1 El
andlisis de la expresion por gPCR muestra quedeesion relativa de los genes
AOX1Dy LSUl en las plantulas COPY3 esta inducida en condiciones de
exceso de Cu con respecto a la suficiencia dellataqueAOX1 se induce
también ligeramente en deficiencia de Cu (Figuay. Otros miembros de la
familia LSU, comoLSU2 y LSU3 también se inducen en las plantulas
COPTTPE, aunque con valores menores (Tabla R.A3), lo queobora la

relacion entre las respuestas de ayuno de sulfatbgmeostasis del Cu.
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Figura R.3.6. Expresion de los genesAOX1D y LSU1 en plantulas COPTTE.
Expresion relativa de los genA®X1Dy LSUlen plantulas de 6 d WT (barras lisas) y
COPTTF (barras rayadas) cultivadas en deficiencia de ‘GuMS comercial, -Cu,
barras blancas), suficiencia de Cu (%2 MS comenwal 0.5uM de Cu, control, barras
grises) o en exceso de Cu (*2 MS comercial copM@e Cu, +Cu, barras gris oscuro).
El gen UBQ10 se usa como control interno. Los niveles de mRIdAegpresan en
unidades relativas (u.r.) y estan referidos a tad@mdn de suficiencia de Cu. Las barras
representan la media + DE de tres réplicas biok&gibedias con una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

Entre las familias mas destacadas de genes repsnaein las plantulas
COPTT* en exceso de Cu, se encuentran las que codificégipas captadoras
de luz olight harvesting chlorophyll bindingl.HCB (Tabla R.A4). Dada la
relacion de esta familia con la luz y el ritmo aiml@no, detallamos los
resultados de la regulacion por Cu en el siguieapétulo.

Por otro lado, la interaccion entre los metalesyReu, descrita con
anterioridad (Capitulo 2) también se pone de mesiidi en las plantulas
COPTZE siendo el transporte de metales una de las catsgdestacadas. En

este sentido, se analiz6 por gPCR la expresiontivelade dos genes
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relacionados con la homeostasis del Fe, el factmstripcionalupbeatl,
UPB1, y la ferritina, FER1, y los resultados obtenidos corroboran los del
andlisis de micromatrices. Efectivamente, cuandopemamos las condiciones
de deficiencia y exceso de Cu, se observa comgpleesion relativa de ambos
genes se induce en las plantulas CO¥PEh deficiencia de Cu y también con
respecto a las plantulas WT en dicha condicion. ddar lado, se reprime la
expresion relativa dEER1en las plantulas COPf%en exceso de Cu (Figura
R.3.7).
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Figura R.3.7. Expresiéon de los genedUPB1 y FER1 en plantulas COPTTE
Expresion relativa de los geng®B1ly FER1en plantulas de 6 d WT (barras lisas) y
COPTTE (barras rayadas) cultivadas en deficiencia de BuMS comercial, -Cu,
barras blancas), suficiencia de Cu (1/2 MS comkccia 0.5uM de Cu, control, barras
grises) o en exceso de Cu (%2 MS comercial copM@e Cu, +Cu, barras gris oscuro).
El genUBQ10se usa como control interno. Los niveles de mRbkkdn expresados en
unidades relativas (u.r.) y estan referidos a ted@ion de suficiencia de Cu. Las barras
representan la media + DE de tres réplicas biok&gibedias con una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).
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Dado que alrededor del 6 % de los gened\@idopsiscodifican a
factores transcripcionales (TF) (Ratcliffe and Rmeann, 2002; Guo et al.,
2005) y que un porcentaje mayor (9 %) de los genescidos en la linea
COPTL* son TF, hay una preponderancia de esta categanidp que se ha
elaborado una Tabla con los TF afectados (TabladR.Gabe destacar que el
TF SPL3, estudiado en el Capitulo 1, esta indubgdramente en las plantas
COPTTEen condiciones de deficiencia de Cu (Tabla R.F4AB).

Alrededor del 25 % de los TF inducidos en las piést COPTYF,
sobretodo en condiciones de exceso del metal, neeta a la familia NAC
(Tabla R.3.4). La familia de factores de transéfpdNAC ha sido relacionada
con el desarrollo vegetal y las respuestas a estr&sioticos, como el estrés
hidrico y el salino (Nuruzzaman et al., 2010; Nakas et al., 2012).

Tabla R.3.4. Factores transcripcionales diferenciahente regulados en las plantulas
COPT1°E. La funcién molecular de actividad de factor traigsional de unién
especifica a secuencias de DNA es una categorfgoqmierante en las plantulas
COPTTE en deficiencia (-Cu) y exceso de Cu (+Cu). En rsfo representan los
miembros de la familia NAC y en azul el factor saripcional SPL3. Los valores
corresponden con un valor log?2 ratio>lf| en las micromatrices.

Cddigo MIPS  Descripcién génica -Cu +Cu
At1902220 NAC domain containing protein 3 1.206
At1g19210 Integrase-type DNA-binding superfamitgtgin 1.418
At1g32870 NAC domain protein 13 1.593
Atlg43160 related to AP2 6 1.261
At1952890 NAC domain containing protein 19 1.389
At1g66380 myb domain protein 114 1.189
At1g68200 Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type famibyotein 1.060
At1969490 NAC-like, activated by AP3/PI 1.286
At1g73805 Calmodulin binding protein-like 1.583
At2917040 NAC domain containing protein 36 1.076
At2g33810 Squamosa Promoter binding protein-Like 3 (SPL3) 1.212
At2g38340 Integrase-type DNA-binding superfamifgtgin 3.248
At2g40340 Integrase-type DNA-binding superfamifgtgin 1.676
At2g41240 basic helix-loop-helix protein 100 2.914
At2g42660 Homeodomain-like superfamily protein 147,
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At2944840 ethylene-responsive element bindingfats 1.086
At2g47190 myb domain protein 2 1.989
At2g47270 sequence-specific DNA binding transavipfactors 1.794
At3901600 NAC domain containing protein 44 2.136
At3g01970 WRKY DNA-binding protein 45 1.707
At3g04070 NAC domain containing protein 47 1.987
At3g04410 NAC domain transcriptional regulator superfamily protein 1.463
At3904420 NAC domain containing protein 48 1.292
At3910595 Duplicated homeodomain-like superfamilgtein 3.049 1.359
At3g11580 AP2/B3-like transcriptional factor faynprotein 1.589
At3g23250 myb domain protein 15 1.211
At3944350 NAC domain containing protein 61 1.227
At3g46070 C2H2-type zinc finger family protein 692
At3946080 C2H2-type zinc finger family protein 13
At3946090 C2H2 and C2HC zinc fingers superfamilyt@n 1.308
At3g56970 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-bindirsuperfamily protein 2.453
At3956980 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-bindirsuperfamily protein 2.523
At3961630 cytokinin response factor 6 1.375
At4g32280 Indole-3-acetic acid inducible 29 1.201
At5g04150 Transcription factor bHLH101 2.152
At5g07100 WRKY DNA-binding protein 26 1.778
At5g13080 WRKY DNA-binding protein 75 1.051
At5g18270 Arabidopsis NAC domain containing protein 87 1.921
At5g39610 ATNACSG protein heterodimerization, homodimerization 1.357
At5944260 Zinc finger CCCH domain-containing potél 1.829
At5g53980 homeobox protein 52 1.655
At5g57720 AP2/B3-like transcriptional factor faynprotein 1.063
At5g64810 WRKY DNA-binding protein 51 1.088

Para comprobar la induccion observada en el and@éimicromatrices
y averiguar si estd o no mediada por el princigaimplicado en la regulacion
por deficiencia de Cu, SPL7, se cultivaron plastWseT, COPTE® y spl7
durante 6 d en las mismas condiciones de cultiitizadas para las
micromatrices y se analiz6 la expresion génica qle€R. Se seleccioné el
factor transcripcionaNAC87 por el elevado valor de expresion obtenido en el
analisis de las micromatrices (1.921) y por suciéta con la sefializacion

mediada por ROS. El gdAC87se induce alrededor de unas 3 veces mas por
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gPCR en las plantulas COPflgue en las plantulas WT en condiciones de

exceso en Cu (Figura R.3.8).
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Figura R.3.8. Expresién del genNAC87 en plantulas COPTLE. Expresion relativa
del genNAC87en plantulas de 6 d WT (barras lisa8DPTLF (barras rayadas) spl7
(barras punteadas) cultivadas en deficiencia de(*2uMS comercial; -Cu, barras
blancas), suficiencia de Cu (2 MS comercial coni/bde Cu; control, barras grises)
0 en exceso de Cu (%2 MS comercial conuiDde Cu; +Cu, barras gris oscuro). El gen
UBQ10se usa como control interno. Los niveles de mREAespresan en unidades
relativas (u.r.) y estan referidos a la condiciém slficiencia de Cu. Las barras

representan la media + DE de tres réplicas biok&gibedias con una letra distinta son
significativamente diferentes (p < 0.05).

Ademas, en plantulas WT se observa la inducciofadexpresion de
NAC87tanto en deficiencia como en exceso de Cu en dianeon respecto a
la suficiencia (Figura R.3.8). Por ultimo, no sesaivan diferencias en la
expresion deNAC87 en las plantulaspl7 con respecto a las WT, lo que
significa que el factor de transcripcibn SPL7 noresponsable de la ligera
induccidn observada en las condiciones de defiEdate Cu (Figura R.3.8).

Con el objetivo de verificar el efecto del Cu enrégulacién de la
expresion deNAC87 se cultivaron plantulas WT durante 6 d en diatint
concentraciones de Cu en el medio. Comparandoacoaridicion control o de
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suficiencia (0.5-1uM de Cu), se observa induccion #6AC87 tanto en

deficiencia, como especialmente de exceso de Qur@&R.3.9).
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Figura R.3.9. Expresién del genNAC87 en diferentes concentraciones de Cu.
Expresion relativa del geNAC87en plantulas de 6 d WT cultivadas en medio 2 MS
comercial en las concentraciones de Cu indicadasRRIA de cada gen se analiza por
gPCR con cebadores especificos y se normalizaecergresion del gedBQ1Q Los
niveles de mRNA se expresan en unidades relativas) (y estan referidos a la
condicién de Cu 5QuM. Las barras representan la media + DE de doscaspl

bioldgicas.

A continuacion, se estudio si la induccion de Xpresion del gen
NAC87por el Cu es especifica de este metal. Parasglaultivaron plantulas
WT durante 6 d en medio 2 MS y el mismo medio suplgado con exceso
(30 uM) de los siguientes metales: Cu, Fe, Zn, Mn y @shndo la condiciéon
% MS como referencia, se observa que ademas des@xte Cu, también el
exceso de Cd en el medio induce la expresion deNgeC87 aunque el Cd es

menos efectivo que el Cu en la induccién (Figua).
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Figura R.3.10. Expresion del genNAC87 en condiciones de exceso de diferentes
metales.Expresion relativa del geMAC87en plantulas de 6 d WT cultivadas en medio
% MS en condiciones de un exceso (@) de los metales indicados. EI mRNA de
cada gen se analiza por gPCR con cebadores espegifse normaliza con la expresion
del genUBQ1Q Los niveles de mRNA se expresan en unidadesvasatu.r.) y estan

referidos a la deficiencia de Cu. Las barras remtas la media + DE de tres réplicas
bioldgicas. Medias con una letra distinta son sicativamente diferentes (p < 0.05).

Por otro lado, se analizd el efecto de distinteficiéncias metalicas
sobre la regulacién de la expresion del §gnC87 Para ello, se cultivaron
plantulas WT de 6 d en medio ¥2 MS en deficiencidodesiguientes metales:
Cu (suplementado con BCS 1081), Fe (suplementado con ferrozina 304),

Zn (sin adicién del metal) y Mn (sin adicion deltale
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Figura R.3.11. Expresion del gen NAC87 en condiciones de deficiencia de
diferentes metales. Expresion relativa del gelNAC87 en plantulas de 6 d WT
cultivadas en medio ¥ MS casero en las deficienoetgilicas indicadas. El mRNA de
cada gen se analiza por gPCR con cebadores espsaffse normaliza a la expresion
del genUBQ10Q Los niveles de mRNA se expresan en unidadesvasafu.r.) respecto
a la deficiencia de Cu. Las barras representareldiant DE de tres réplicas biolédgicas.
Medias con una letra distinta son significativareediferentes (p < 0.05).

Comparando con la suficiencia de Cu, represergada Figura por la
linea punteada, se observa que la deficiencia desHa que mas induce la
expresion del geNAC87,aunquetodas las deficiencias estudiadas producen la

induccion del gen (Figura R.3.11).

3.4. Apertura estomatica y contenido en aba en plées con diferente

contenido en cobre y hierro

La familia de factores de transcripcion NAC se tedacionado
recientemente con la sefializacion de ABA (Nakaslatra., 2012). Por ello, se
determiné elcontenido total de ABA en plantulas WT de 6 d, raaté un
ensayo de ELISA indirecto en colaboracion con la. Deresa Lafuente (IATA,

Universidad de Valencia), de acuerdo con el prdtodescrito en Materiales y
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métodos (Apartado 3.4) (Walker-Simmons, 1987; Lafeeand Marti, 1997).
En la Figura R.3.12 se muestra el contenido deofenbna ABA en plantulas
cultivadas en diferentes concentraciones de Cu emedio de crecimiento en
placa (deficiencia severa, deficiencia, suficiengiaexceso de Cu). En
deficiencia de Cu se observan niveles mas elevagldsBA, en relacion a los
niveles obtenidos en plantas en condiciones deisnéia y exceso de Cu

(tratamiento 0.5 y 1QM, respectivamente).

30
25
20 ab
15 I

10 b b

Contenido ABA (ng /gP.F.)

-Cu+BCS -Cu control +Cu

Figura R.3.12.Contenido total de ABA en funcién del contenido erCu. Plantulas

WT cultivadas durante 6 d en medio ¥ MS comerci@u( barra gris) o el mismo
medio con BCS 5QM (-Cu+BCS, barra blanca), 04iM de Cu (control, barra gris
oscuro) o 1uM de Cu (+Cu, barra negra). Las barras corresponderia media + DE
de tres réplicas biolégicas. Medias con una lefigtinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).

Por otro lado, debido a la relacién entre los tastke y Cu descrita en
el Capitulo anterior, se determind el contenid@\B& en deficiencia de Cu, de
Fe o en ambas deficiencias metalicas. Como sew@bser la Figura R.3.13,
tanto la deficiencia en Cu, como la de Fe aplicqmtasseparado provocan un
aumento en el contenido de ABA total. El mayor émeento de la hormona lo
causa la deficiencia de Cu en el medio de cultiamnypas deficiencias aplicadas

conjuntamente no logran aumentar todavia mas ¢tciolo en ABA.
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Figura R.3.13.Contenido total de ABA en deficiencias de Fe y deuCPlantulas WT
cultivadas durante 6 d en medio ¥2 MS casero caadisatia de Cu y Fe (control, barra
blanca) y medio ¥ MS casero sin Cu (-Cu, barrg,gsia Fe (-Fe, barra gris oscuro) o
sin ambos metales (-Fe-Cu, barra negra). Las baorassponden con la media + DE de
tres réplicas biolégicas. Medias con una letrartestson significativamente diferentes
(p <0.05).

Con el objetivo de indagar en la funcion de lssitesis y sefializacion
de ABA en la respuesta a deficiencia de Cu, sednaiapertura estomatica,
gue es uno de los efectos de la transduccion deflal hormonal. Para ello,
plantas adultas WT y del mutargel7 se cultivaron en maceta y se regaron con
solucion Hoagland 0.5X, como se describe en Magsria métodos (Apartado
1.1.1). Como parametro directamente relacionaddaapertura estoméatica, se
determind el cociente entre la longitud y la anahde los estomas, en el envés
de hojas (Lawson et al., 1998). Los resultados traresjue dicho parametro
tiene un valor alrededor de 1.5 en plantas mardsné&h la luz y un valor
superior a 2 en la oscuridad, condicion en la guereduce el cierre estomatico
en las plantas WT. Sin embargo, en el mutapté no se observan diferencias

en este parametro entre condiciones (Figura R.3.14)
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Figura R.3.14. Apertura estomatica en plantas WT yen el mutantespl7. Se midié

el cociente longitud: anchura en el envés de higaplantas adultas WT (barra lisa) y
spl7 (barra punteada) cultivadas en maceta y regadasacsolucion Hoagland 0.5X.
Las hojas se mantuvieron en la luz y en una saludé KCI 100 mM (L, barras
blancas) o en la oscuridad, en una solucidon de Lh®M (O, barras grises). Los
valores corresponden a la media + DE de 9-13 @&plitolégicas. Medias con una letra
distinta son significativamente diferentes (p <&).0

La relacion entre el ABA y la deficiencia de metalcomo el Cu y el
Fe, merecen un estudio mas detallado en el futara entender el papel de la
apertura/cierre estomatico y la posible participaalel genNAC87, mediada
por especies reactivas de oxigeno (Legnaioli, 20dr8)as respuestas al estrés

nutricional que provocan dichas deficiencias.
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Tabla R.A3. Genes inducidos en plantulas COPTE. Se indican el codigo MIPS, el
valor log ratio de> |1| de las micromatrices en condiciones -Cu y #&w@notacion
génica y el nombre del gen.

(li/cl’lggo Ratio Anotacion génica Nombre gen
-Cu/ +Cu
At5¢06170 3519/ 1.806 SUCROSE—PROTON SYMPORTER 9; Carbohydrate ATSUCY
Transporter/ Sucrose:Hydrogen Symporter/ SugaePort
At3g01185 3.059/ 2.005 Similar To TAIR:AT2G21655.1
At3910595 3.049/ 1.359 Myb Family Transcriptiorctes
At1g33960 2.804/ 2.238 AVRRPT2-INDUCED GENE 1; GBidding AlG1
At1g19530 2.573/ 1.124 Unknown Protein
At2g18660 2.507/ 2.825 Expansin Family Protein PRS) AtPNP-A
At5g52760 2.294/ 1.442 Heavy-Metal-Associated Dior@Zontaining Protein
At3g22231 2.289/ 1.657 Pathogen And Circadian @tiad 1 PCC1
At2g04495 2.282/ 1.875 Similar To TAIR:AT2G04515.1
At2g14560 2.133/ 2.545 Similar To TAIR:AT1G33840.1 LURP1
At1g01680 2.111/ 1.768 U-Box Domain-ContainingtBimm ATPUB54
At5g59030 1.898/ 2.269 COPPER TRANSPORTER 1; CojgreTransporter COPT1
At1g73800 1.897/ 1.523 Calmodulin-Binding Protein
At3g47480 1.792/ 2.346 Calcium-Binding EF Hand HaRrotein
At1g69880 1.778/ 2.395 Thioredoxin H-Type 8; Thi_oI—Disquide Exchange ATHS
Intermediate
At3g50770 1.732/ 2.220 Calmodulin-Related ProtButative CML41
At5g15190 1.388/ 1.350 Unknown Protein
At5g57510 1.384/ 1.480 Similar To Os08g0448100
Atdg14365 1.354/ 1.196 Zinc Finger (C3H(;4-Type RING Finger) l_:amily Proteéin XBAT34
Ankyrin Repeat Family Protein
At1g65500 1.302/ 2.298 Similar To TAIR:AT1G65490.1
At3g60540 1.242/ 1.247 Sec61lbeta Family Protein
At5g25250 1.207/ 1.481 Similar To TAIR:AT5G64870TAIR:AT5G25260.1
At3g02840 1.147/ 1.093
Atdg12490 1.147/ 1.492 Protease Inhibitor/Seed S_torage/l__ipid TransferdtnotL TP)
Family Protein
At5g03210 1.140/ 1.414 Unknown Protein
At5g02580 1.122/ 1.293 Similar To TAIR:AT3G55240.1
At4g39670 1.115/ 1.299 Similar To TAIR:AT2G34690.1
At3g28580 1.064/ 1.695 AAA-Type Atpase Family Rt
-Cu
At2924850 2.702 TYROSINE AMINOTRANSFERASE 3; Transnase TAT
At1g53690 2652 DNA-Directed RNA Pol_ymerasgs I, 11, And Il 7 Kda
Subunit, Putative
At3g49620 2.587 DARK INDUCIBLE 11; Oxidoreductase IND1
At3g44870 2330 S-AdenosyI-L-Methioni_ne:Carb_oxyl Methyltransferase
Family Protein
At3g60650 2.219 Unknown Protein
At2g37030 2.196 Auxin-Responsive Family Protein
At3g49970 2.136 Phototropic-Responsive Proteinatifug
Cytochrome P450, Family 71, Subfamily B, Polypept?2);
At3g26200 2.073 Oxygen Binding CYP71B22
At1g57630 1.944 Disease Resistance Protein (TIRSLl®utative
At2g41230 1.934 Similar To TAIR:AT2G44080.1 ORS1
At3g47340 1.896 Asnl (Dark Inducible 6) ASN1
At2g39030 1.890 GCNb5-Related N-AcetyltransferasdAG) Family Protein
At3g60420 1.855 Similar To TAIR:AT3G60450.1
At3g21080 1.834 ABC Transporter-Related
At5944260 1.829 Zinc Finger (CCCH-Type) Family Riot
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At5914360
At2947270

At19g21400

At5907100
At5g50335
Atlg77380
At4939675
At5g39160
At3g01970
At5957760
At5g43440

At5953980

At3929370
At4935770
At2g41280
At39g50470
At5922520

At4928850

At19g20520
At2g43530
At5g06570
At5949170
At2926020
At1g51620
At4918250
At1g53890
At2g44570
At1g30135
At1g10070
At1g10340
At1g53870

At1g49860

At3901830
At1g24145
At3g46080
At5903310

At5939610

At3926740
At4922214
At5g44430

At2922860

At4923700

At2g43870
At5919890
At2939400
At5g13220
At2917850

At3g46090
At2935730

156

1.796
1.794

1.782

1.778
1.765
1.758
1.741
1.719
1.707
1.687
1.673

1.655

1.650
1.637
1.604
1.579
1.532

1.532

1.515
1.514
1.505
1.499
1.492
1.490
1.483
1.483
1.481
1.460
1.451
1.431
1.430

1.430

1417
1.410
1.373
1.360

1.357

1.355
1.350
1.349

1.347

1.342

1.330
1.319
1.318
1.318
1.313

1.308
1.297

Ubiquitin Family Protein
Transcription Factor/ TranscriptRegulator UPB1
2-Oxoisovalerate Dehydrogenase, Putative / 3-Me2hyl
Oxobutanoate Dehydrogenase, Putative / Branche@Cha
Alpha-Keto Acid Dehydrogenase E1 Alpha SubunitaBue

WRKY DNA-Binding Protein 26; Tranigtion Factor WRKY26
Unknown Protein
Amino Acid Permease 3; Amino AcidrRease AAP3

Unknown Protein
Germin-Like Protein (GLP2a) (GLP5a)
WRKY DNA-Binding Protein 45; Tranigtion Factor ATWRKY45

2-Oxoglutarate-Dependent DioxygenBstative
ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN 52;

L ATHB52
Transcription Factor
Similar To TAIR:AT5G39240.1 P1R3
Dark Inducible 1 ATSEN1
M10 ATM10
Homolog Of Rpw8 3 HR3

Similar To TAIR:AT5G22530.1
Xyloglucan:Xyloglucosyl Transferase, Putative / aglucan
Endotransglycosylase, Putative / Endo-Xyloglucan ATXTH26
Transferase, Putative
Similar To TAIR:AT1G76210.1
Trypsin Inhibitor, Putative

Similar To TAIR:AT5G16080.1

Similar To TAIR:AT3G06840.1

PDF1.2b (Plant Defensin 1.2b) PRiF1.
Protein Kinase Family Protein

Receptor Serine/Threonine KinasgtRe
Similar To TAIR:AT1G53870.2

Glycosyl Hydrolase Family 9 Protein AtGH9B12
Similar To TAIR:AT2G34600.1 JAZ8
ATBCAT-2; Catalytic ATBCAT-2

Ankyrin Repeat Family Protein

Arabidopsis Thaliana Glutathione S-Transferase4<Rhi)
14; Glutathione Transferase
Calmodulin-Related Protein, Pugativ
Unknown Protein
Zinc Finger (C2H2 Type) Family Bot
Auxin-Responsive Family Protein
ANAC092/ATNAC2/ATNACSG (Arabidopsis NAC Domain
Containing Protein 92); Protein HeterodimerizatiBndtein ANAC092
Homodimerization/ Transcription Factor

ATGSTF14

Ccr-Like CCL
Encodes A Defensin-Like (DEFL) RgrRirotein.
Plant Defensin 1.2¢ PDF1.2c
ATPSK2 (PHYTOSULF?CE«LToEr 2 PRECURSOR); Growth ATPSK2
CATION/H+ EXCHANGER 17; Monovalent Cation:Proton ATCHX17
Antiporter

Polygalacturonase, Putative / Rasti, Putative
Peroxidase, Putative
Hydrolase, Alpha/Beta Fold Famiigtéin

Similar To TAIR:AT1G19180.1 JAS1

Similar To TAIR:AT5G66170.2
Nucleic Acid Binding / Transcription Factor/ Zinarl

Binding

Heavy-Metal-Associated Domain-Cioiitig Protein

ZAT7
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At5g49590 1.295 Unknown Protein
At4g34810 1.294 Auxin-Responsive Family Protein
At3g23150 1.290 ETHYLENE RESPONSE 2; Receptor ETR2
At1g69490 1.286 NAP (NAC-LIKE, ACTIVA};‘I;EEHBY AP3/PI); Transcription ANACO29
At3g55240 1.273 Similar To TAIR:AT3G28990.1
At2933380 1.268 RD20 (RESPONSIVE TgirI]DdI?nSgSICATION 20); Calcium lon AICLO3
At2g05510 1.267 Glycine-Rich Protein
UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME 17; Ubiquitin-

At4g36410 1.264 Protein Ligase UBC17
At4925860 1.263 Oxysterol-Binding Family Protein (27
At1g43160 1.261 Related To AP2 6; DNA Binding / Aseription Factor RAP2.6
At1g75830 1.260 PDF1.1 (Low-Molecular-Weight CysteRich 67) LCR67
At5g59070 1.260 Glycosyl Transferase Family 1 Fnote

XTR7 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7);
At4g14130 1.241 Hydrolase, Acting On Glycosyl Bonds XTHI5
At1g53885 1.237 Senescence-Associated Proteindgielat
At2g16060 1.234 Ahb1 (Arabidopsis Hemoglobin 1) AHB
At4g28703 1.223 Similar To TAIR:AT3G04300.1
At1g16370 1.221 Transporter-Related ATOCT6
At2g26010 1.215 Plant Defensin 1.3 PDF1.3
A2g33810 1212 SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3; SPL3

Transcription Factor

At39g23250 1.211 Myb Domain Protein 15; DNA Binding ATMYB15
At1g19610 1.209 PDF1.4 (Low-Molecular-Weight CysteRich 78) LCR78
Atlg77120 1.206 ALCOHOL DEHYDROGENASE 1; Alcohol bglrogenase ADH
At4g32280 1.201 Indoleacetic Acid-Induced Protedn Pranscription Factor 1AA29
At2g42850 1.198 Cytochrome P450, Family 718; OxyBamling CYP718
At4922210 1.182 Low-Molecular-Weight Cysteine-R8%Hh LCR85
At3g52340 1.182 SPP2; Sucrose-Phosphatase ATSPP2

Contains Interpro Domain Helix-Loop-Helix DNA-Bini;
Atlg70270 1.180 (Interpro:IPRO11598)
At5g63270 1.169 Nitrate-Responsive NOI Protein aft
Atlg76410 1.165 Protein Binding / Zinc lon Binding ATL8
At4g36110 1.164 Auxin-Responsive Protein, Putative

Protease Inhibitor/Seed Storage/Lipid Transferd?notLTP)
At5g55450 1.164 Family Protein
Atlg27670 1.160 Similar To TAIR:AT1G75360.1
At2g17660 1.159 Nitrate-Responsive NOI Protein aft
At5g02020 1.152 Similar To TAIR:AT5G59080.1 SIS
A2g11810 1151 Monogalactosyldlacylglycerol Synthase Type C; 1,2- ATMGD3

Diacylglycerol 3-Beta-Galactosyltransferase

At5g51390 1.138 Unknown Protein
At5902540 1.134 Short-Chain Dehydrogenase/Redu¢&3R) Family Protein
At3922460 1132 Cysteine Synthase, Putative / O-Acetylserine ()Highse, OASA2

Putative / O-Acetylserine Sulfhydrylase, Putative
At2g44080 1.124 Argos-Like ARL
Macrophage Migration Inhibitory Factor Family Priaté

At3g51660 1.120 MIF Family Protein
At4931875 1.112 Contains Domain (Trans)Glycosid§S&§-51445)
At1g76210 1.112 Similar To TAIR:AT1G20520.1
At1g24575 1.108 Unknown Protein
PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 2; Glucan 1,3-Beta-
At3957260 1.105 Glucosidase/ Hydrolase, Hydrolyzing O-Glycosyl BG2
Compounds
At4g26070 1103 Mitogen-Activated Prptein Kir_]ase Kinase 1; MAP Kéea ATMEKL
Kinase/ Kinase
At4g23170 1.100 EP1; Protein Kinase CRK9
At3g48970 1.095 Copper-Binding Family Protein
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At5g02600 1.094 Heavy-Metal-Associated Domain-Ciontg Protein NAKR1
At5g16410 1.089 Transferase Family Protein
At1g56060 1.088 Similar To TAIR:AT2G32190.1
At5g44390 1.077 FAD-Binding Domain-Containing Pinte
Atlg76590 1.077 Zinc-Binding Family Protein
At1g15040 1.061 Glutamine Amidotransferase-Related
At5g28610 1.060 Similar To TAIR:AT5G28630.1
At3g60520 1.056 Zinc lon Binding
At4911890 1.056 Protein Kinase Family Protein
At4g21400 1.051 Protein Kinase Family Protein CRK28
At2g29090 1048 Cytochrome P450, Family 707_, S_ubfamlly A, Polypdet?; CYP707A2
Oxygen Binding
1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate Oxidase, Putative

Atlg12010 1.047 ACC Oxidase, Putative
At1g30757 1.046 Unknown Protein
At2g22880 1.046 VQ Motif-Containing Protein
At3g13435 1.046 Unknown Protein
At5g46295 1.040 Similar To TAIR:AT1G06475.1
At3g55840 1.036 Similar To TAIR:AT2G40000.1
At2g48090 1.032 Unknown Protein
At5g52750 1.030 Heavy-Metal-Associated Domain-Cioitig Protein
At3g53250 1.027 Auxin-Responsive Family Protein
At39g20340 1.027 Similar To TAIR:AT4G21920.1
At5g02750 1.027 Zinc Finger (C3HC4-Type RING Findeamily Protein SGR9
At2g20080 1.023 Similar To TAIR:AT4G28840.1

FLAGELLIN-SENSITIVE 2; ATP Binding / Kinase/ Protei
At5946330 1.022 Binding / Protein Serine/Threonine Kinase/ Transineme FLS2

Receptor Protein Serine/Threonine Kinase
At5g54530 1.021 Similar To TAIR:AT1G61667.1
At1g13430 1.020 Sulfotransferase Family Protein MS
At2g07739 1.018 Identical To Hypothetical MitochaatiProtein Atmg00370
At2g40113 1.018 Similar To TAIR:AT5G47635
At4g39890 1.018 Atrabhlc (ArabidopsisBl?:dbin(étpase Homolog H1c); GTP AtRABH1C
Similar To Expressed Protein [Oryza Sativa (Japonic
Atlg07985 1.013 Cultivar-Group)] (GB:ABF97687.1)
At5g42530 1.008 Similar To TAIR:AT1G31580.1
+Cu
At2g29350 4.705 Senescence-Associated Gene 13pf@xidctase SAG13
At2g14610 4.633 Pathogenesis-Related Gene 1 ATPR1
At3g60140 3.815 DIN2 (DARK INDUCIBLE 2); Hydrolase, Hydrolyzing O- BGLU30
Glycosyl Compounds
At1g61800 3.371 Glucose-6-Phosphate/Phosphate Translocator 2; dxiip ATGPT?2
Glucose-6-Phosphate Transporter
Atlg47395 3.318 Similar To TAIR:AT1G47400.1
At2938340 3.248 AP2 Domain-Contain(iB%ErzaI%scription Factor, Putativ DREB19
At5926220 3.189 Chac-Like Family Protein
Similar To TAIR:AT3G24780.1; TAIR:AT5G43400.1;

At5g13210 3.166 TAIR:AT5G43390.1
At2g44460 3.037 Glycosyl Hydrolase Family 1 Protein BGLU28
At1g23730 3.018 Carbonic Anhydrase, gttj::tt:\\jg / Carbonate Dehydeatas ATBCA3
At4912735 2971 Unknown Protein
At3g49580 2.950 Similar To TAIR:AT3G49570.1 LSu1l
At2g38823 2,921 Similar To TAIR:AT3G54520.1
At2g41240 2.914 Basic Helix-Loop-Helix (Bhlh) FagnProtein BHLH100
At2g04070 2.825 MATE Efflux Family Protein
At1g12030 2.740 Similar To TAIR:AT1G62420.1

158



Resultados. Capitulo 3

At5g17220

At5948850
At2920800
At2918190
At2921640

At2914620

At4g04490
At3908860
At2g04050
At3956980

At1g05680

At1g47400
At3922370
At2941730

At3956970
At2918193
At3925180

At3913080
Atl1g17180

At5942800

At5924200
At3g50610
At3913950

At5962480

At2926560
At1g43910
At1g02470
At5924640

At4921680

At2936790

At3g05400
At5904150
At1g21520

At4g37370

At3901600

At4g32810
At3929250
At5922460
At1g32350

At2936800

At3929970

2.659

2.657
2.634
2.612
2.584

2.577

2.531
2.528
2.525
2.523

2.510

2.466
2.463
2.456

2.453
2.436
2.427

2.417

2.407

2.355

2.349
2.334
2.292

2.273

2.240
2.205
2.202
2191

2.177

2.175

2.167
2.152
2.149

2.145

2.136

2.106
2.101
2.092
2.065

2.055

2.033

GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 26; Glutathione
Transferase
Male Sterility MS5 Family Protein
NAD(P)H DEHYDROGENASE B4; NADH Dealrggenase
AAA-Type Atpase Family Protein
Similar To TAIR:AT3G05570.1; TAIRTAG39235.1
Xyloglucan:Xyloglucosyl Transferase, Putative / dglucan
Endotransglycosylase, Putative / Endo-Xyloglucan
Transferase, Putative
Protein Kinase Family Protein
Alanine--Glyoxylate Aminotransferase, Putative id8e
Alanine-Pyruvate Aminotransferase, Putative / ABUitative
MATE Efflux Family Protein
ORG3 (OBP3-Responsive Gene 3); DNA Binding /
Transcription Factor
UDP-Glucoronosyl/UDP-Glucosyl Transferase Family
Protein
Similar To TAIR:AT1G47395.1
Alternative Oxidase 1A; Alternatgidase
Similar To TAIR:AT5G24640.1
ORG2 (OBP3-Responsive Gene 2); DNA Binding /
Transcription Factor
AAA-Type Atpase Family Protein
Cytochrome P450, Family 82, Subfamily G, Polypeptid
Oxygen Binding
ATMRP3 (Arabidopsis Thaliana Multidrug Resistance-
Associated Protein 3)
Arabidopsis Thaliana Glutathione S-Transferaseqd<eau)
25; Glutathione Transferase
DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE;
Dihydrokaempferol 4-Reductase
Triacylglycerol Lipase
Similar To TAIR:AT1G59835.1
Similar To TAIR:AT4G13266.1 (GB:ABB572.1)
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 9; Glutathione
Transferase
PLP2 (PHOSPHOLIPASE A 2A); NutriRservoir
Protein Phosphatase 2C, PutaBR2C, Putative
Similar To TAIR:AT1G02475.1
Similar To TAIR:AT2G41730.1
Proton-Dependent Oligopeptide Transport (POT) Ramil
Protein
UDP-Glucosyl Transferase 73C6; UDP-Glucosyltrarasfet
UDP-Glycosyltransferase/ Transferase, Transfei@hgosyl
Groups
Sugar Transporter, Putative
Basic Helix-Loop-Helix (Bhlh) FagnProtein
Unknown Protein
Cytochrome P450, Family 81, Subfamily D, Polypepi]
Oxygen Binding
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 44;
Transcription Factor
Carotenoid Cleavage Dioxygenase 8
Oxidoreductase
Esterase/Lipase/Thioesterase Farrilein
ALTERNATIVE OXIDASE 1D; Alternativ®xidase
DON-GLUCOSYLTRANSFERASE; UDP-
Glycosyltransferase/ Transferase, Transferring @&yt
Groups
Germination Protein-Related

ATGSTF12

TaDI1
NDB4

XTH10

CRK36
PYD4

BHLHO039
UGT74E2
AOX1A
BHLHO038
CYP82G1
ABCC3

ATGSTU25

DFR

ATGSTU9
PLAIIA

NRT1.8

UGT73C6

BHLH101

CYP81D8

anac044
TC@D8

AOX1D

DOGT1
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At3959450
At1g68765
At1g52315
At2947190

At3904070

At2902990
At5g18270
At2g08986

At3g24780
At5953450
At2g36780
At2903230
At1g66700

At4g05370
At4905380
At2903760

At3903270
At5g27760
At4923990

At5g07550
At5g33290
At3921720
At4936700

At29g30770

At5g40770
At3949570
Atlg74010
At3g13130
At5943450

At2936750

At4937290
At5954560
At2g35480
At2925625
At4908555
At5g07610
At5g07600
At3956730

At4922870

At3g45730
At1924580
At4g37990
At3g28210
At3946070
At3921500
At2g47780
At5957730

At2g40340
At1929640
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2.029
2.019
2.003
1.989

1.987

1.940
1.921
1.911

1.893
1.893
1.893
1.889
1.889

1.876
1.875
1.867

1.867
1.857
1.845

1.837
1.820
1.812
1.798

1.795

1.785
1.785
1.779
1.767
1.766

1.757

1.746
1.743
1.742
1.739
1.738
1.731
1.730
1.727

1.725

1.724
1.719
1.711
1.703
1.692
1.689
1.689
1.682

1.676
1.674

Calcium-Binding EF Hand Family Bhot
Inflorescence Deficient In Absassi
Similar To TAIR:AT1G79910.1
Myb Domain Protein 2; DNA Bindingranscription Factor
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 47;
Transcription Factor
RIBONUCLEASE 1; Endoribonuclease

Similar To TAIR:AT5G13210.1; TAIR:AT5G43400.1;
TAIR:AT5G43390.1
OBP3-RESPONSIVE GENE 1; Kinase
UDP-Glucoronosyl/UDP-Glucosyl Transferase Family
Protein
Similar To TAIR:AT1G14060.1
S-Adenosyl-L-Methionine:Carboxyl Methyltransferase
Family Protein
Similar To TAIR:AT1G43910.1
AAA-Type Atpase Family Protein
ST (Steroid Sulfotransferase); @dhsferase
Universal Stress Protein (USP) Family Protein N\Ear
Nodulin ENOD18 Family Protein
Hypoxia-Responsive Family Protein
Cellulose Synthase-Like G3; Transferase/ Transéeras
Transferring Glycosyl Groups
GRP19 (Glycine Rich Protein 19)
XYLOGALACTURONAN DEFICIENT 1; Cataic
Isocitrate Lyase, Putative
Cupin Family Protein
Cytochrome P450, Family 71, Subfamily A, Polypeptic8;
Oxygen Binding
Prohibitin 3
Similar To TAIR:AT5G24660.1
Strictosidine Synthase Family Rnote
Similar To TAIR:AT2G04515.1
2-Oxoglutarate-Dependent DioxygenBstative
UGT72C1 (UDP-Glucosyl Transferase 72C1); UDP-
Glycosyltransferase/ Transferase, Transferring Glyt
Groups
Similar To TAIR:AT2G23270.1
Similar To TAIR:AT5G54550.1
Similar To TAIR:AT1G32260.1
Similar To Os05g0575000 Group
Unknown Protein
F-Box Family Protein
Oleosin / Glycine-Rich Protein
Similar To TAIR:AT3G62050.1
Leucoanthocyanidin Dioxygenase, Putative / Antha@jia
Synthase, Putative
Unknown Protein
Zinc Finger (C3HC4-Type RING Findeamily Protein
Eli3-2 (Elicitor-Activated Gene 3)
Zinc lon Binding
Zinc Finger (C2H2 Type) Family Biot
1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphate Byaé
Rubber Elongation Factor (REF)étneRelated
Unknown Protein
AP2 Domain-Containing Transcription Factor, Puitiv
(DRE2B)
Similar To TAIR:AT2G34340.1

IDA

ATMYB2
anac047

RAIS1
ANACO087

ORG1

PXMT1

AtSOT1

ATCSLG3

RFRA9
XGD1
ICL

CYP71A13

ATPHB3
LSU3

UGT73C1

ATCADS8
PMZ

DXPS1

AtERF48
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At2918600
At3925655
At5924660

At3958270
At5g06190
At4905020

At2926400

At1g54575
At4g35180
At2927840
At4905136

At1g56650
At3955620

At5937600

At3957380
At5g67510
At2914247
At1926390
At2903770
At2g43510

At1g14720

At1g32870

At2g04460
At2907981
At3g23120
At3g11580
At3954150
At1g73805
At2923270
At29g35070

At3963380
At4g37570
At1969930

At5953420
At1g26400
At2g43570
At5939520
At1g52855

At2936770

At5g39850
At3g52410
At1g31760
At5954100
At3g04410

At4921215

At5g47880

1.672
1.669
1.664

1.659
1.659
1.658

1.658

1.651
1.650
1.649
1.641

1.635

1.634

1.629

1.629
1.623
1.620
1.616
1.612
1.596

1.595

1.593

1.590
1.590
1.589
1.589
1.585
1.583
1.564
1.560

1.560
1.556
1.549

1.547
1.530
1.527
1.513
1.510

1.509

1.504
1.494
1.473
1.465
1.463

1.456

1.456

RUB1-Conjugating Enzyme, Putative
Unknown Protein IDL1
Similar To TAIR:AT5G24655.1 LSU2
Meprin And TRAF Homology Domain-Containing Protéin
MATH Domain-Containing Protein
Similar To TAIR:AT3G58540.1
NAD(P)H DEHYDROGENASE B2; Disulfide
Oxidoreductase
ARD/ATARD3 (ACIREDUCTONE DIOXYGENASE);
Acireductone Dioxygenase (Fe2+-Requiring)/ Hetercagh ARD
Binding / Metal lon Binding
Unknown Protein

NDB2

LYS/HIS TRANSPORTER 7; Amino Acidrmease LHT7

HDT4 (Histone Deacetylase 13) HDA13
Similar To TAIR:AT3G52410.1

PAP1 (PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 1); ATMYB75

DNA Binding / Transcription Factor
EMB1624 (EMBRYO DEFECTIVE 1624); Translation
. elF6A
Initiation Factor
ATGSR1 (Arabidopsis Thaliana Glutamine Synthasen€lo ATGLNL:1

R1); Glutamate-Ammonia Ligase
Similar To TAIR:AT2G41640.1
60S Ribosomal Protein L26 (RPL26B)
Unknown Protein
FAD-Binding Domain-Containing Pinte
Sulfotransferase Family Protein
Arabidopsis Thaliana Trypsin IntdbProtein 1 ATTIL1
XTR2 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE ATXTH28
RELATED 2); Hydrolase, Acting On Glycosyl Bonds
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 13;
Transcription Factor
Similar To TAIR:AT2G10090.1
Similar To TAIR:AT2G08986.1
Leucine-Rich Repeat Family Protein AtRLP38
DNA-Binding Protein, Putative
Embryo-Abundant Protein-Related
Calmodulin-Binding Protein SARD1
Similar To TAIR:AT4G37290.1
Similar To TAIR:AT2G35090.1
Calcium-Transporting Atpase, Plasma Membrane-Type,
Putative / Ca(2+)-Atpase, Putative (ACA12)
Similar To TAIR:AT3G52410.1
Arabidopsis Thaliana Glutathione S-Transferased<au)
11; Glutathione Transferase
Similar To TAIR:AT4G27900.2
FAD-Binding Domain-Containing Pinte
Chitinase, Putative CHI
Similar To TAIR:AT5G39530.1
Similar To TAIR:AT2G20835.1
UDP-Glucoronosyl/UDP-Glucosyl Transferase Family
Protein
40S Ribosomal Protein S9 (RPS9C)
Similar To TAIR:AT5G36010.1
SWIB Complex BAF60b Domain-ContadnProtein
Band 7 Family Protein
Transcription Factor
Similar To Hypothetical Protein Mtrdraft_ AC12397%d8
[Medicago Truncatula] (GB:ABE84749.1)
EUKARYOTIC RELEASE FACTOR 1-1) Translation
Release Factor

ANACO013

ATGSTU11

ERF1-1
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At2g20720 1.452 Pentatricopeptide (PPR) Repeatdliung Protein

At3g57440 1.446 Unknown Protein

At4922880 1.445 Ldox (Tannin Deficient Seed 4) ANS
At39g27060 1.443 TSO2 (TSO2); Ribonucleoside-Diplhasp Reductase ATTSO2
At1g26380 1.441 FAD-Binding Domain-Containing Pinte

At3946280 1.436 Protein Kinase-Related

At5g60520 1.433 EDA38 (Embryo Sac %eixgilﬁgment Arrest 38); Selenium

At1g67760 1.427 ATP Binding / Protein Binding / Gitfed Protein Binding

Similar To Unknown Protein [Arabidopsis Thaliana]

At5g40690 1.418 (TAIR:AT2G41730.1)

At1g19210 1.418 AP2 Domain-Containing Transcripti@ctor, Putative

At2g28820 1.416 Structural Constituent Of Ribosome

At2g43660 1.416 Glycosyl Hydrolase Family Protet 1

At2g43660 1.416 Glycosyl Hydrolase Family Protem 1

At4g17670 1.411 Senescence-Associated Proteindrielat

At5g17760 1.411 AAA-Type Atpase Family Protein

At4g01610 1.408 Cathepsin B-Like Cysteine ProteBséative

At4g01610 1.408 Cathepsin B-Like Cysteine ProteBséative

At3g28010 1.400 Similar To TAIR:AT5G38037.1

At2924762 1.397 Similar To TAIR:AT4G31730.1 AtGDU4

At1g17960 1.395 Threonyl-Trna Synthetase, Pu_tative / ThreonineaTrigase,

Putative
At3g06600 1.393 Unknown Protein
2,3-Biphosphoglycerate-Independent Phosphoglycerate

At3g08590 1.391 Mutase, Putative / Phosphoglyceromutase, Putative

At1g52890 1.389 Arabidopsis NAC Dor_naﬂn Containing Protein 19; ANACO19
Transcription Factor

At1g29290 1.387 Similar To Hypothetical Protein titaft_ AC152407g2v1

At3g44300 1.386 Nitrilase 2 AtNIT2

At4g09600 1.385 Gastl Protein Homolog 3 GASA3

At39g51860 1.384 Cation Exchanger 3; Cation:Catiotigorter ATCAX3

At3g61630 1.375 CYTOKININ RESPONS_E FACTOR 6; DNA Binding / CRF6
Transcription Factor

At3g04320 1.368 Endopeptidase Inhibitor

At3g25250 1.361 OXIDATIVE SIGNAL-INDUCIBLE1L; Kinase AGC2

At5g27420 1.359 Zinc Finger (C3HC4-Type RING Findgeamily Protein ATL31

At3g18290 1358 EMBRYO DEFECTIVEBZi:]lgiArl])gProtem Binding / Zinc lon BTS

At3g27630 1.354 Similar To TAIR:AT5G40460.1

At2916700 1.352 ACTIN DEPOLYMERIZING FACTOR 5; AatBinding ADF5

At1g76960 1.348 Unknown Protein

At3g28510 1.347 AAA-Type Atpase Family Protein

At3g16565 1.342 ATP Binding / Alanine-Trna Ligase

At3925882 1.341 Nim1-Interacting 2 NIMIN-2

At5g59220 1.341 Protein Phosphatase 2C, PutaBR2C, Putative HAI1

At3g30160 1.340 Similar To TAIR:AT1G35320.1

At5g24980 1.337 Similar To TAIR:AT5G10745.1

At1g26420 1.328 FAD-Binding Domain-Containing Pinte

At5g14730 1.322 Similar To TAIR:AT3G01513.1

At5g02780 1.302 In2-1 Protein, Putative GSTL1

At1g64490 1.296 Similar To TAIR:AT5G42060.1

At39g26830 1.292 PAD3 (PHYTOALEXIN DEFICIENT 3); Oggn Binding CYP71B15

ath-

MIR395e 1292

At3g04420 1.292 Arabidopsis NAC Dor_na_in Containing Protein 48; anac048
Transcription Factor

At1g60730 1.287 Aldo/Keto Reductase Family Protein

At2g23110 1.282 Similar To TAIR:AT2G23120.1

At4926460 1.280 Similar To GAMT1, S-Adenosylmethi@Dependent
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At2944070

At2g47010
At1g01810
Atlg77655
At1g02750
At2g14580
At1g54530
At2943610

At1g07900
At5g11780
At1923020

At5903860
At3g44040
At4909210
At5922800

At3944350
At1g65370

At5961160
At3918250
At1902920

At3923605
At1g27020
At3910930

At1902220

At3g44010
At1g36640
At1g51850
At1g13330
At2902850

At1966380

At1g23550
At5913320
At3947965

At3918610

At4909260
At4g01430
At4901430

At1961580

At1g61930
At1g52905
At5920160
At5914930
At1g26470
At5905250
At2903130
At2g42660
At2932220

1.280

1.275
1.272
1.258
1.257
1.255
1.252
1.245

1.240
1.238
1.237

1.235
1.234
1.234
1.229

1.227

1.225

1.223
1.223
1.214

1.213
1.208
1.207

1.206

1.203
1.201
1.199
1.192
1.190

1.189

1.184
1.180
1.174

1.172

1.170
1.166
1.166

1.165

1.161
1.161
1.156
1.155
1.153
1.153
1.148
1.147
1.136

Methyltransferase/ Gibberellin Carboxyl-O-Methytisferase
[Arabidopsis Thaliana] (TAIR:AT4G26420.1)
Eukaryotic Translation Initiation Factor 2B Famityotein /
Eif-2B Family Protein
Similar To TAIR:AT1G17030.1
Unknown Protein
Unknown Protein
Similar To TAIR:AT4G02200.1
Arabidopsis Thaliana Basic PathegisrRelated Protein 1
Calcium-Binding EF Hand Family Bhot
Glycoside Hydrolase Family 19 Rrote
LOB Domain Protein 1/ Lateral Organ Boundaries @om
Protein 1
Similar To GB:BAD53434.1
FERRIC REDUCTION OXIDASE 3; Ferric-Chelate
Reductase
Malate Synthase, Putative
MATE Efflux Protein-Related
Similar To TAIR:AT4G09260.1
Aminoacyl-Trna Synthetase Familyt&in
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 61;
Transcription Factor
Meprin And TRAF Homology Domain-Containing Protéin
MATH Domain-Containing Protein
ANTHOCYANIN 5-AROMATIC ACYLTRANSFERASE 1;
Transferase
Unknown Protein
ATGSTF7 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 11);
Glutathione Transferase
UBX Domain-Containing Protein
Similar To TAIR:AT1G27030.1
Unknown Protein
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 3;
Transcription Factor
40S Ribosomal Protein S29 (RPS29B)
Similar To TAIR:AT1G36622.1
Leucine-Rich Repeat Protein KinBsgative
Similar To TAIR:AT3G28770.1
ARPN (PLANTACYANIN); Copper lon Rling
Myb Domain Protein 114; DNA Binding / Transcription
Factor
SIMILAR TO RCD ONE 2; NAD+ ADP-Rigyltransferase
Pbs3 (Avrpphb Susceptible 3)
Unknown Protein
ATRANGAP1 (RAN GTPASE-ACTIVATING PROTEIN
1); Nucleic Acid Binding
Similar To TAIR:AT4G09210.1
Nodulin Mtn21 Family Protein
Nodulin Mtn21 Family Protein
ARABIDOPSIS RIBOSOMAL PROTEIN 2; Structural
Constituent Of Ribosome
Similar To TAIR:AT1G11700.1
Similar To TAIR:AT1G27565.1
Ribosomal Protein L7Ae/L30e/S12d{3& Family Protein
Senescence-Associated Gene 101
Similar To Os05g0512500
Similar To TAIR:AT3G56360.1
Ribosomal Protein L12 Family Protei
Myb Family Transcription Factor
60S Ribosomal Protein L27 (RPL27A)

ATPRB1

LBD1

ATFRO3
MLS

EMB1030

anac061

AACT1

ATGST11

ANACO003

AHP2
ARPN

AtMYB114

SRO2
GDG1

ATNUC-L2

ARP2

GAG1
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At1961450

At3957860
At4g15910
Atlg76470
At3914060

At3907590

At3g10110
At4904620
At5g11100
At2914460
At5942830
At5g53690
At5g01540
At3957490

At5909270

At3944320
At5958570
At2g42310
At4938100

At2930140

At5964810
At3905937

At2944840
At4902380
At3903470

At2917040

At1g30475
At1g69790
At3g61990
At2942790
At5962960
At4g14310
At5957720
At5937660
At1g68200
At3955890
At5913080

At1g49910

At1g44130
At4g28460
At2933793
At1g09815
At1g56045
At3943680

At2921870

At19g20350

At4g28450
At4920000
At1g73965
At4g37870
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1.132

1.127
1.126
1.125
1.125

1.118

1.117
1.116
1.114
1.111
1.108
1.107
1.107
1.106

1.102

1.101
1.097
1.096
1.095

1.089

1.088
1.087

1.086
1.085
1.084

1.076

1.075
1.075
1.072
1.068
1.067
1.066
1.063
1.062
1.060
1.059
1.051

1.048

1.048
1.045
1.044
1.043
1.041
1.041

1.039

1.039

1.035
1.035
1.034
1.031

Similar To Os059g0275600

(UV-B-INSENSITIVE 4-LIKE); UnknowRrotein
ATDI21 (Arabidopsis Thaliana Drotsgfiduced 21)
Cinnamoyl-Coa Reductase
Similar To TAIR:AT1G54120.1
Small Nuclear Ribonucleoprotein D1, Putative / $nGore
Protein D1, Putative / Sm Protein D1, Putative
Maternal Effect Embryo Arrest 6/tBin Translocase
AUTOPHAGY 8B; Microtubule Binding
C2 Domain-Containing Protein
Unknown Protein
Transferase Family Protein
Unknown Protein
Lectin Protein Kinase, Putative
40S Ribosomal Protein S2 (RPS2D)
Similar To Conserved Hypothetical Protein [Medicago
Truncatula] (GB:ABE83174.1)
Nit3 (Nitrilase 3)

Similar To TAIR:AT3G57785.1);
Threonine Endopeptidase
UDP-Glucoronosyl/UDP-Glucosyl Transferase Family
Protein
WRKY DNA-Binding Protein 51; Tranigtion Factor
Similar To TAIR:AT5G26731.1
ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
FACTOR 13; DNA Binding / Transcription Factor
Sag21 (Senescence-Associated Ggne 2
Cytochrome P450, Family 87, Subfamily A, Polypeptd
Oxygen Binding
Arabidopsis NAC Domain Containing Protein 36;
Transcription Factor
Similar To TAIR:AT1G56200.1
Protein Kinase, Putative
O-Methyltransferase Family 3 Protei
CITRATE SYNTHASE 3; Citrate (Sl)+@lyase
Similar To TAIR:AT1G10660.1
Similar To TAIR:AT2G22795.1
Transcriptional Factor B3 Familgtein
Receptor-Like Protein Kinase-Relate
Zinc Finger (CCCH-Type) Family [eiot
Yippee Family Protein
WRKY DNA-Binding Protein 75; Tranigtion Factor
WD-40 Repeat Family Protein / Mitotic Checkpoinotein,
Putative
Nucellin Protein, Putative
Unknown Protein
Similar To TAIR:AT2G46980.2
DNA Polymerase Delta Subunit 4 lami
Ribosomal Protein L41 Family Protei
Similar To TAIR:AT3G60930.1
Identical To Probable ATP Synthase 24 Kda Subunit,
Mitochondrial Precursor (EC 3.6.3.14)
Arabidopsis Thaliana Translocase Inner Membranei§itib
17-1; Protein Translocase
Transducin Family Protein / WD-4pBat Family Protein
VQ Motif-Containing Protein
CLAVATAS3/ESR-RELATED 13; ReceptainBing
ATP Binding / Phosphoenolpyruvaaet©xykinase (ATP)

OSD1
ATDI21

MEEG67
T&8B
ATSYTD

BEK24.1

AtNIT3

ATWRKY51

ATERF13
AtLEAS
CYP89A9

anac036

OMTF3
CSY3

PDLP7

ATWRKY75
BUB3.2

POLD4

MGP1

ATTIM17-1

CLE13
PCK1
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At3g50910 1.030 Similar To TAIR:AT5G66480.1
At4g31290 1.028 Chac-Like Family Protein
At2g29490 1.021 GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 19; Glutathione ATGSTU1L
Transferase

ARABIDOPSIS POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE;
At4g02390 1.017 NAD+ ADP-Ribosyltransferase APP
At1g77840 1.016 Eukaryotic Translation Inmat'lon Factor 5, PutativEif-5,

Putative
Alpha 1,4-Glycosyltransferase Family Protein /
At39g09020 1.016 Glycosyltransferase Sugar-Binding DXD Motif-Contaim
Protein
At3g53040 1014 Late Embryogenesis A'bundant'Protem, Putative / LEA
Protein, Putative
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 22; Glutathione
At2929460 1.012 Transferase ATGSTU4
At4g26200 1,012 1—Am|n(_)—CycIopropane—l—CarboxyIate Synthase 7; 1- ACS7
Aminocyclopropane-1-Carboxylate Synthase

ATAURORAS3; ATP Binding / Histone Serine Kinase(H3-
Al2g45490 1.003 S10 Specific) / Protein Kinase AAUR3
At5g19300 1.001 Similar To Os04¢g0244500
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Tabla R.A4. Genes reprimidos en plantulas COPT3E. Se indican el cédigo MIPS, el
valor log ratio de> |1| de las micromatrices en condiciones -Cu y H#&w@&notacion
génica y el nombre del gen.

Cadigo . L
MIPS Ratio Anotacion génica Nombre gen
-Cu/ +Cu
At4919690 -1.736/ -1.775 Iron-Regulated Transpdtter ATIRT1
At3928270 -1.621/ -1.782 Similar To TAIR:AT3G28290TAIR:AT3G28300.1
-Cu
At2g27420 -2.442 Cysteine Proteinase, Putative
At1g69070 -1.872 Similar To TAIR:AT3G28770.1
At3928345 -1.819 ABC Transporter Family Protein ARG
At4g17090 -1.727 CT-BMY (BETA-AMYLASE 8); Beta-Amgke BAM3
At2g42540 -1.644 Corl5a (Cold-Regulated 15a) COR15
At5g03090 -1.618 Similar To TAIR:AT1G53480.1
At3g58810 -1.585 MTPAZ2; Efflux Permease/ Zinc laadsporter ATMTP3
At1g13650 -1.373 Similar To TAIR:AT2G03810.3
At1g05680 1.266 UDP-Glucoronosyl/U E;I:(;g;cosyl Transferase Family UGT74E2
At1g29660 -1.257 GDSL-Motif Lipase/Hydrolase Fanfigotein
At5913170 -1.228 Nodulin Mtn3 Family Protein AtSWEB
At3921720 -1.204 Isocitrate Lyase, Putative ICL
At2928290 -1.198 Syd (Splayed) CHR3
A2g23000 -1.150 SCPL10 (Serine Carboxypeptldase—lee 10); Serine scpl10
Carboxypeptidase
At1g54040 -1.082 Epithiospecifier Protein ESP
At1g69200 -1.033 Pfkb-Type Carbohydrate Kinase BaRrotein FLN2
At3g01550 -1.018 Triose Phosphate/Phosphate Treatslg Putative ATPPT2
At5g35970 -1.004 DNA-Binding Protein, Putative
+Cu
At4926530 -3.344 Fructose-Bisphosphate Aldolase
At4g31940 2586 Cytochrome P450, Family 82,' Sgbfamlly C, Polypeptd CcYP82cA
Oxygen Binding
At5g51720 -2.306 Similar To Zinc Finger, CDGSH-Typemain 2
At4g37410 2179 Cytochrome P450, Family 813 Sgbfamlly F, Polypeptd CYPS1F4
Oxygen Binding
At1g66100 -2.171 Thionin, Putative
At5g01600 -2.166 Ferretin 1; Ferric Iron Binding PHR1
At2g01520 -2.153 Major Latex Protein-Related / MRElated MLP328
At3925820 -2.071 #N/A ATTPS-CIN
At4911320 -2.020 Cysteine Proteinase, Putative
TERPENE SYNTHASE-LIKE SEQUENCE-1,8- )
At3g25830 -1.978 CINEOLE; Myrcene/(E)-Beta-Ocimene Synthase ATTPS-CIN
At5g37990 -1.917 S-Adenosylmethionine-Dependentiyleansferase
At2g38390 -1.890 Peroxidase, Putative
AMMONIUM TRANSPORTER 1;2; Ammonium .
At1g64780 -1.809 Transporter AMT1;2
At2g13360 -1.790 Alanine:Glyoxylate Aminotransferas AGT
) Photosystem Il Light Harvesting Complex Gene 2.3;
At39g27690 1.780 Chiorophyll Binding LHCB2
At3921055 -1.757 PSBTN (Photosystem Il Subunit T) SBPN
At1g67870 -1.736 Glycine-Rich Protein
At1g73330 -1.678 Arabidopsis Thaliana Drought-Reped 4 ATDR4
) Meprin And TRAF Homology Domain-Containing Protéin
At2g32870 1.665 MATH Domain-Containing Protein
At3g01500 -1.664 CARBONIC ANHYDRASE 1; Carbonate Dehydratase/  15-~aq
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At5914740
At4912545

At4g37580
At2g40170
At5g37690
At4g23290
At4g12550

At1g19150
At1g68110

At1g62510

At5g17170
At1g58290

At1g03190

At3g26570
At2934620

At4g28250
At2g25080
At1g03130

At3g63140

At3962030

At1g70850
At2g05540
At5g09530

At4g33010

At3g59400
At1g65230
At1g45201

At2g40100

At5g45820
At1g52870

At3961870

Atlg16720
At5g35170

At1g75460

At5920250
At2939730
At3g55850

At5g01530
At3g47070
At4g32260
At4g27700
Atlg76080

-1.648
-1.630

-1.613
-1.612
-1.528
-1.521
-1.497

-1.493

-1.492

-1.490

-1.490
-1.462

-1.461

-1.456
-1.438

-1.430
-1.420
-1.420

-1.409

-1.385

-1.374
-1.370
-1.362

-1.358

-1.358
-1.344
-1.343

-1.342

-1.331
-1.325

-1.315

-1.313
-1.309

-1.305

-1.305
-1.301
-1.300

-1.285
-1.273
-1.243
-1.241
-1.212

Beta Carbonic Anhydrase 2 BETA CA2
Protease Inhibitor/Seed Storage/Lipid Transferd®not
(LTP) Family Protein

HLS1 (HOOKLESS 1); N-Acetyltransfge COP3
Arabidopsis Early Methionine-Ldbe|6 ATEM6
GDSL-Motif Lipase/Hydrolase Fanflsotein
Protein Kinase Family Protein CRK2
Auxin-Induced In Root Cultured ipid Binding AIR1
LHCAG®6 (Photosystem | Light Harvesting Complex Gée LHCA2*1
Chlorophyll Binding
Epsin N-Terminal Homology (ENTH) Domain-Containing
Protein / Clathrin Assembly Protein-Related
Protease Inhibitor/Seed Storage/Lipid Transferd®not
(LTP) Family Protein
Rubredoxin Family Protein ENH1
Glutamyl-Trna Reductase AtHEMA1

UVH6 (ULTRAVIOLET HYPERSENSITIVE 6); ATP
Binding / ATP-Dependent DNA Helicase/ ATP-Dependent
Helicase/ DNA Binding / Hydrolase, Acting On Acid ATXPD
Anhydrides, In Phosphorus-Containing Anhydrides /
Nucleic Acid Binding
PHT2;1 (Phosphate Transporter 2;1) ORF02
Mitochondrial Transcription Termination Factor-Reld/
Mterf-Related

Arabidopsis Thaliana Expansin B3 TEXPB3
GLUTATHIONE PEROXIDASE 1; Glutathie Peroxidase ATGPX1
Photosystem | Subunit D-2 PSAD-2

RANGAP1 (RAN GTPASE ACTIVATING PROTEIN 1);

RAN Gtpase Activator CSPA1A
ROC4 (Rotamase Cyp 4); Peptidyl-Prolyl Cis-Trans CYP20-3
Isomerase
MIp-Like Protein 34 MLP34
Glycine-Rich Protein
Hydroxyproline-Rich Glycoproteiarfily Protein PELPK1

Glycine Dehydrogenase (Decarboxylating), Putative /
Glycine Decarboxylase, Putative / Glycine Cleavagstem AtGLDP1
P-Protein, Putative

Genomes Uncoupled 4 GUN4
Similar To Mtrdraft_ AC148171g2v1
Triacylglycerol Lipase ATTLL1
LIGHT HARVESTINGBiCr:](giIngLEX PSII; Chlorophyll LHCB4.3
CBL-INTERACTING PROTEIN KINASE 2B8jnase CIPK20

Peroxisomal Membrane Protein-Rdlat
Similar To Conserved Hypothetical Protein [Medicago
Truncatula] (GB:ABE93513.1)

Oxidoreductase/ Transcriptiongiri@ssor HCF173
Nucleotide Kinase

ATP-Dependent Protease La (LON) Domain-Containing

Protein
DARK INDUCIBLE 10; Hydrolase, Hydrolyzing O- DIN1O
Glycosyl Compounds
Rubisco Activase RCA
LAF3/LAF3 ISF1/LAF3 ISF2 (LONG AFTER FAR-RED

. LAF3
3); Hydrolase
Chlorophyll A-B Binding Protein 2%(LHCB4) LHCB4.1
Similar To GB:CAD45559.1
ATP Synthase Family PDE334
Rhodanese-Like Domain-Containiraei
ATCDSP32/CDSP32 (CHLOROPLASTIC DREHT- ATCDSP32
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At3952720
At4g39010
At5g47040
At2g33850
At3g46780

At29g26080

At5965730
At1g51400
At5921222
Atlg77490
At2g05880
At5g51010
At1g15380
At1g68010
At5917320
At4g12830

At3914420

At4g09650

At1g43040

-1.211
-1.184
-1.167
-1.163
-1.159

-1.158

-1.149
-1.137
-1.131
-1.130
-1.127
-1.124
-1.122
-1.120
-1.071
-1.067

-1.067

-1.060

-1.027

INDUCED STRESS PROTEIN OF 32 KD); Thiol-Disulfide
Exchange Intermediate
Carbonic Anhydrase Family Protein
Glycosyl Hydrolase Family 9 Protei
Lon Protease Homolog 1, Mitoch@idt.ON)
Similar To TAIR:AT1G28400.1
Plastid Transcriptionally Activel8
Glycine Dehydrogenase (Decarboxylating), Putative /
Glycine Decarboxylase, Putative / Glycine Cleavagstem
P-Protein, Putative
Xyloglucan:Xyloglucosyl Transferase, Putative /
Xyloglucan Endotransglycosylase, Putative / Endo-
Xyloglucan Transferase, Putative
Photosystem 11 5 Kd Protein
Protein Kinase Family Protein
L-Ascorbate Peroxidase
Replication Protein-Related
Rubredoxin Family Protein
Lactoylglutathione Lyase
HPR (Hydroxypyruvate Reductase); NAD Binding /
Cofactor Binding / Oxidoreductase, Acting On The-OH
Group Of Donors, NAD Or NADP As Acceptor
Homeobox-Leucine Zipper Family Protein / Lipid-Bing
START Domain-Containing Protein
Hydrolase, Alpha/Beta Fold FarRitptein
(S)-2-Hydroxy-Acid Oxidase, Peroxisomal, Putative /
Glycolate Oxidase, Putative / Short Chain Alpha-téyy
Acid Oxidase, Putative
ATP Synthase Delta Chain, Chloroplast, Putativé+)H
Transporting Two-Sector Atpase, Delta (OSCP) Subuni
Putative
Auxin-Responsive Protein, Putative

ACA1
AtGH9B18
LON2

PTAC16

AtGLDP2

XTHG6

TAPX

GLYl4

ATHPR1

HDG9

ATPD
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4. REGULACION TEMPORAL DE LA HOMEOSTASISDEL COBRE

4.1 analisis tedrico de la secuencia promotora ded genes de homeostasis

del cobre y del reloj circadiano

Varios resultados mostrados en los Capitulos iantsrsugieren que la
homeostasis del Cu esta relacionada con el retfmgdiano errabidopsis El
analisis por qPCR de la expresion relativaQePT2y FSD1 en plantulas
transferidas de condiciones Optimas de crecimiarmteficiencia de Cu, muestra
gue la induccion de la expresion de ambos gensgmia oscilaciones con una
periodicidad en torno a 24 h (Figura R.1.9). Adenses observa que los
maximos de expresion se producen en diferentes momeéel ciclo, siendo el
maximo a 0 h en el caso @OPT2y a 6 h para la expresion 88D1 (Figura
R.1.9).

Por otro lado, el andlisis transcriptomico glolievado a cabo en
nuestro laboratorio, en el que se compara la eXpreggnica en condiciones de
deficiencia frente a exceso de Cu en plantulas #é$yel6 que la expresion de
los miembros nucleares del reloj circadiditeY (late elongated hypocodyly
CCALl (circadian clock associated)lesta inducida en deficiencia de Cu
(Andrés-Colas et al., 2013). En cambio, los gdPiRR5y GRP7se encuentran
inducidos en exceso de Cu (Figura R.1.6). Adeno&stdsultados del Capitulo
3 revelan que entre los genes reprimidos en laggdaOPT4F se encuentra la
familia LHCB (light harvesting chlorophyll binding(Tabla R.3.3 y R.A4),
implicada en la respuesta del reloj circadianodtal., 2009).

Tras los resultados mencionados, postulamos lategiia de una
regulacion reciproca entre el ritmo circadiano fdaneostasis de Cu (Andrés-
Colas et al., 2010). Para estudiar esta posibilidagrimer lugar, se analizaron

los elementosis reguladores presentes en las secuencias prom@tegasn de
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1000 pb previas al inicio de la traduccion) de ¢genes implicados en la
homeostasis del Cu, usando las herramientas PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.hjml vy PATMACH

(http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nphrpatch.p). Las secuencias

consenso analizadas para los elementos circadsanoSircadian (Piechulla et

al., 1998), CAANNNNATC; Evening elementEE) (Harmer et al., 2000),
AAATATCT; CCALl binding site (Wang and Tobin, 1998), AAAAATCT,;

Morning elemen{ME) (Harmer and Kay, 2005), AACCAGequence Over-
Represented in Light-Induced PromotglSORLIP 1) (Hudson and Quail,
2003), GCCAC;Late night-specific telo bokTBX), AAACCCT; Starch box

(SBX), AAGCCC; Protein box(PBX), ATGGGCC (Michael et al., 2008). A
estas cajas, se afadieron los motivos GTAC resplassde la regulacién por
Cu: (Yamasaki et al., 2009).

Como se muestra en la Tabla R.4.1, en casi tadogrbmotores de los
genes que participan en la red homeostatica dedxi@ten posibles elementos
asociados con la regulacion circadiana. Dentro addamilia COPT, cabe
destacar que, a diferencia @®PT1,que no contiene ningun elemento de los
estudiados en su region promotora, la region proraadle COPT2presenta 3
elemento<Circadian (Piechulla et al., 1998) y el promotor @®©PT3destaca
por sus elementos EE/CCA1 (Wang and Tobin, 1998mndeaet al., 2000). Por
otro lado, el gefrSD1posee dos elementos asociados a la regulaci@dEma
del tipo ME/SORLIP1 (Hudson and Quail, 2003; Harrard Kay, 2005) y el
promotor del factor transcripcion&8PL7 muestra elementos de ambos tipos,
Circadiany ME/SORLIP1.
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Tabla R.4.1. Andlisis teoérico de los promotores ddos componentes de la
homeostasis de CuSe muestra el codigo MIPS, el nimero de motivoaGY de los
elementos asociados con la regulacion circadiad@addos en el texto. Las regiones
promotoras analizadas son las 1000 pb previasca ide la traduccién, a excepcién de
COPT5 (480 pb), HMAG (443 pb) y HMAS (363 pb).

Com(s)o?entes Codi EE/ ME/ TBX/
ela odigo
homeostasis de MIPS GTAC | CIRCADIAN CCA1l | SORLIP1 SBX/
cu PBX
COPT1 At5g59030 4 0 0 0 0
COPT2 At3g46900 4 3 2 1 1
COPT3 At5g59040 3 1 4 0 3
COPT5 At5g20650 0 0 1 0 2
HMAS At1g63440 0 2 0 1 2
HMAG6 (PAALl) | At4g33520 1 1 0 2 0
HMA7 (RAN1) | At5944790 4 0 4 0 1
HMAS8 (PAA2) | At5g21930 0 0 0 1 0
SPL7 At5g18830 0 1 0 1 1
FSD1 At4925100 6 0 0 2 0

Ademéas de los motivos circadianos, se analizaros posibles
elementos circadianos enumerados anteriorments ynlitivos GTAC en los
promotores de los genes de los componentes nusldateeloj circadiano. Se
estudiaron los tres componentes nucleares deldietajdiano: los miembros del
oscilador nocturn€CALly LHY y el miembro del oscilador matutifidC1, asi
como el regulador de seudorespuddRdr’5,descrito previamente en el Capitulo
1.

Tabla R.4.2. Analisis tedrico de los promotores d®s componentes nucleares del
reloj circadiano. Se muestra el cddigo MIPS, el nimero de motivoAGY de los
elementos asociados con la regulacion circadiad@ados en el texto. Las regiones
promotoras analizadas son las 1000 pb previat@Us inicio de la traduccion.

Componer_nes Cédico EE/ ME/ TBX/
Qel rglo; MIP% GTAC | CIRCADIAN CCAL | SORLIP1 SBX/
circadiano PBX
LHY At1g01060 3 1 1 2 0
CCAl At2g46830 1 1 0 3 2
TOC1 At5g61380 2 5 2 1 1
PRR5 At5g24470 2 1 2 3 0
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Como se muestra en la Tabla R.4.2, los componentdsares del reloj
circadiano (HY, CCAl1 y TOC1 asi como el miembro de la familia de
reguladores de seudorespued?®RR5, presentan cajas GTAC, posibles
elementos reguladores por deficiencia de Cu (Yaknasal., 2009), siendo el
promotor del gelHY el que mayor numero posee.

Por lo tanto, existen posibles elementos reguésden los promotores
de los genes que podrian sustentar la hipotétpalaeon reciproca entre la

homeostasis del Cu y el reloj circadiano (Tablas1Ry R4.2).

4.2. ESTUDIO DE LA REGULACION TEMPORAL DE GENES DEL
RELOJ CIRCADIANO Y DE LA HOMEOSTASISDEL COBRE

Para estudiar si la expresion de los genes de|] oicadiano es
dependiente de Cu, se cultivaron plantulas WT dardhd en medios con
diferentes concentraciones del metal. Se analizéxpaesion relativa de dos
genes marcadores de deficiencia de EBD1y COPT2 y de dos genes
componentes del reloj circadianbHY y CCAL, en muestras recogidas al
amanecer (0 h), gue es el momento de mayor exprdsidos genes del reloj.

La expresion de los genkblY y CCAldisminuye a medida que se incrementa
el contenido de Cu en el medio de cultivo. Estpuesta al Cu es similar a la de
los geneSD1y COPT2,usados como marcadores del estatus de Cu (Figura
R.4.1).
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0.2 1 10 50 Cu (uM)

Figura R.4.1. Expresion de los gene€OPT2, FSD1, LHYy CCALl en diferentes
concentraciones de CusSe cultivaron plantulas WT durante 6 d en medidV%

comercial con diferentes concentraciones de Cy (0.20 y 50uM Cu). La expresion
relativa de los gengSOPT2, FSD1, LHY CCAlse analiz6é por sqPCR. El gé8Sse

us6é como control de carga.

Para analizar el papel del Cu en la expresionsigénes HY y CCAL
se cultivaron plantulas WT en condiciones LDHC dtega/ d en dos tipos de
medios: ¥2 MS y ¥ MS suplementado con 10 uM de s muestras se
recogieron cada 4 h en los 2 d siguientes y seizanah los niveles de
expresion por sgPCR. En este ensayo se muestria guesencia de Cu en el
medio produce la disminucion de la expresion decangenes practicamente a
todos los tiempos estudiados. Este hecho condleceeduccion de la amplitud
de las oscilaciones, mas marcada en el casGQlkl (alrededor del 50 %)
(Figura R.4.2).
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Figura R.4.2. Expresion diurna deLHY y CCAlen bajo y alto contenido de CuSe
cultivaron plantulas WT durante 6 d en medio defi@ en Cu (medio MS %; -Cu;
linea continua) o en exceso de Cu (medio MS % GqrMLde Cu; +Cu; linea punteada)
en ciclos LDHC. Las muestras se recogieron cadadurante 48 h. La expresién
relativa de los genesHY y CCALl se analiz6 por sqPCR. El gd8S se usa como
control de carga.

Ademas, estudiamos la expresion a lo largo deb aaurno de los
genesCOPT2y FSD1 Como se muestra en la Figura R.4.3, en plantulas
cultivadas en deficiencia de Cu, la expresiorC@PT2oscila con un maximo
al amanecer (alrededor de 0 h). Sin embargo, emtgslacultivadas en las
mismas condiciones, la expresion [E8D1 parece oscilar con un maximo al
anochecer (alrededor de 12 h) (Figura R.4.3). Enlicines de exceso de Cu,
la oscilacion se pierde en el caso de la expred#d@OPT2 mientras que para
FSD1todavia se percibe con un maximo cercano a 1®mpcse observa en

deficiencia de Cu.
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Figura R.4.3. Expresién diurna deCOPT2y FSD1 en bajo y alto contenido de Cu.
Se cultivaron plantulas WT durante 6 d en medidcaafte en Cu (medio MS %; -Cu;
linea continua) o en exceso de Cu (medio MS % GqrMLde Cu; +Cu; linea punteada)
en ciclos LDHC. Las muestras se recogieron cadadurante 48 h. La expresion
relativa de los geneGOPT2y FSD1se analizé por sqPCR. El g&é8Sse usa como
control de carga.

Dada la dificultad experimental para determinargatrones temporales
de expresién génica mediante multiples extraccigmestuales de RNA a
diferentes tiempos, se considerd la posibilidadlatener un registro continuado
de la expresidn con el tiempo en plantas transgérgéa las que se exprese la
fusion de los promotores de los genes a estudigerakhivato de la luciferasa
(LUC). Inicialmente se utilizaron plantas transgésPLHY:LUC (cedidas por
la Dra. Isabelle Carré de la Universidad de WarpiRé&ino Unido).

Con el objetivo de poner a punto los ensayos yigwar si la adicion de
Cu afecta a los mismos, se obtuvieron extractoprdteina total de plantulas
PLHY:LUC cultivadas durante 7 d en medio ¥2 MS y, a contitum se les
afadié Cu en un rango de concentraciones desdg0@ @M. Se utiliz6 como

control positivo de la actividad luciferasa, lasmulas cultivadas en medio
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% MS sin Cu y como control negativo, el extractossistrato. De los resultados
obtenidos se concluye que s6lo concentracionesrietg® a 100uM de Cu
tienen efectos en el ensayo (Figura R.4.4).
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Figura R.4.4. Actividad luciferasa en diferentes aocentraciones de CuActividad
luciferasa medida en extractos de proteinas totleslantulad®LHY:LUC cultivadas
durante 7 d en medio deficiente en Cu (-Cu; medid% comercial). Las medidas
cinéticas empiezan tras afiadir a tiempo O las cdram@ones de Cu indicadas a una
cantidad constante de luciferina (0.42 mg/mL). ktividad se registra cada 10 min
durante un total de 180 min. El extracto sin ststse usa como control negativo
(control).

Para determinar si el Cu afecta a la expresiopadiana de los
componentes del reloj, se evalué la actividad émada en plantuld®LHY:LUC
en diferentes condiciones de Cu en el medio dévou¥z MS, ¥2 MS + 5 uM
de Cu o % MS + 10 uM de Cu). Previamente, las plasPLHY:LUC, en los
tres medios de cultivo mencionados, se entrenancante 7 d en condiciones
LDHC. Posteriormente, se midid la actividad lucfsa de las plantulas
PLHY:LUC durante 3 d, en condiciones LLHH o DDHH. El asilide la
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actividad luciferasa en condiciones LLHH o DDHH alute los 3 d evaluados
(3 ciclos), afecta a la amplitud de la oscilacidr glisminuye en presencia de
Cu (Figura R.4.5).

a) 0.045
0.030 —o—-Cu
—o— +5Cu

0.015 —o— +Cu

b)
0.015- —»— Cu
—o— +Cu
0.010-

Bioluminiscencia (u.a.) LHY

0.005

Tiempo (h)

Figura R.4.5. Regulacion por Cu de la actividad luferasa dirigida por el
promotor LHY. a) Bioluminiscencia de plantulaPLHY:LUC cultivadas en
condiciones de deficiencia de Cu (-Cu; medio ¥ M®ercial, circulos gris claro), con
5 uM Cu (+5Cu; circulos blancos), o con 1M Cu (+Cu; circulos gris oscuro),
entrenados en condiciones LDHC vy transferidas a HLH) Bioluminiscencia de
plantulasPLHY:LUC cultivadas en deficiencia de Cu (-Cu; medio % Mfnercial,
circulos gris claro), o con 1QM Cu (+Cu; circulos gris oscuro), entrenados en
condiciones LDHC vy transferidas a DDHH. La biolum@encia se midié cada hora
después de transferir a LLHH. Los valores son ldiande n= 4-10 réplicas bioldgicas.
Las barras grises y blancas indican, respectivaani&nhoche y el dia subjetivos.

Para estudiar de forma continua la expresion degelana de la
respuesta a deficiencia de Cu, se construyeronegasren las que se utilizaron
los promotores d€OPT2(PCOPT3 y de FSD1 (PFSDY) fusionados al gen
delator de la luciferasd lJC) y con dichas construcciones se transformaron
plantas WT deéArabidopsisEn el caso ddPCOPT2,se subcloné un fragmento
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de 1246 pb, que contiene 4 motivos GTAC proximosnaio traduccional
(PCOPT2:LUQ. Para elPFSD1,se subclon6 un fragmento de 1193 pb que
contiene 6 cajas GTAGESD1:LUQ. Dado que 4 de las 6 cajas se encuentran
en una region de 65 nucledtidos proxima al inicéalticcional, con el objetivo
de evaluar el efecto de esas 4 cajas en la regnldei promotor en condiciones
de déficit de Cu, se realiz6 una construccionRiESD1con esa region de 64
nucleétidos deleccionada, por lo que se subclondragmento de 1128 pb
fusionado d.UC (PFSD1 (4GTAC):LUL

A continuacion, averiguamos si la expresion ddutdferasa de las
plantas transgénicas sigue el patron de expresidget endégeno. Para ello, se
cultivaron durante 7 d plantas transgéniP&SD1:LUCy PCOPT2:LUCen
condiciones de deficiencia severa (medio ¥2 MS coialesuplementado con 50
uM de BCS, deficiencia (medio ¥2 MS comercial), suficienciae@io Y2 MS
comercial suplementado con M de Cu) y exceso de Cu (medio Y2 MS
comercial suplementado con 161 de Cu). Se extrajo RNA y se analiz6 la
expresion de la luciferasa por sqPCR con cebadmmescificos. La expresion
relativa del gerfrSD1se utiliz6 como control del efecto del Cu en etliney la
expresion del gedCT1 como control de carga de la cantidad de RNA por
pocillo. En la Figura R.4.6 se observa la expres&ativa deFSD1y de la
luciferasa de las plantas transgénie&SD1:LUCy PCOPT2:LUC En ambos
casos, la expresion del transddnC esté regulada por la concentracion de Cu
en el medio de cultivo, de forma similar al contk8DJ, lo que indica la
idoneidad de las plantas transgénicas obtenidasgsandiar la respuesta al Cu

de forma continua.
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Fsp1 N e e e e

Luc

ACT? e e = B o B S o B

Cu -Cu control+Cu -Cu -Cu control +Cu
+BCS +BCS

PFSD1:LUC PCOPT2:LUC

Figura R.4.6. Expresion de los genesSD1y LUC en funcién del contenido de Cu.
Productos sqPCR de plantul@~SD1:LUCy PCOPT2:LUCde 6 d crecidas en
deficiencia severa (medio ¥2 MS comercial conrubDde BCS; -Cu + BCS), deficiencia
de Cu (medio ¥2 MS comercial; -Cu), suficiencia (lnéd MS comercial con tM de
Cu; control) o en exceso de Cu (medio %2 MS comkeotia 10uM de Cu; +Cu) en
ciclos LDHC. Las muestras se recogieron a las 4duel el inicio del ciclo de luz. El
genACT1se usa como control de carga.

Después de los ensayos mencionados, se cultipgdatulasPCOPT2
y PFSD1:LUCdurante 7 d en deficiencia severa de Cu. Transgogrestos, y
tras la adicion de la luciferina, se registro lévédad luciferasa por plantula en
condiciones LDHC. Como se observa en la Figura7Rld.actividad luciferasa
registrada para las plantul@COPT2:LUCy PFSD1:LUC oscila de forma
ciclica en ambos casos con un periodo en torne a4&h. Ademas, se observa
gue los maximos de actividad son distintos pargplastulasPCOPT2:LUC,
gue presentan el pico de actividad al amaneceard@dior de las 0 h) y para las
plantulasPFSD1:LUC,cuyo maximo se alcanza al anochecer (alrededtasde
12 h).

179



Resultados. Capitulo 4

™~ L I —

&

S "

g \/ .~. (LA

= -~ *

8 s

2 06 %

- 7]

2 Rt "

£ . . y

g S ~ *

= W *

E .

0.2 »

I T T T

- 025

Q LJ

g 0 .‘....' .~ *

m: 0.2 ‘.~ ". 3 A . '

2 vl o e .

g oL et W) . if

g 015 | » a1l ]9

] " ® il \. . *

£ - T e

E o1 o %

§ [

@ S

0.05 b— T— T— — )

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Tiempo (h)

Figura R.4.7. Regulacién por Cu de la actividad luferasa dirigida por los
promotores de COPT2y de FSD1. Bioluminescencia de plantuld&COPT2:LUCy
PFSD1:LUCcultivadas en deficiencia severa de Cu (medio ¥cbt8ercial con 5QM
de BCS), entrenadas durante 7 d en condiciones LDdioluminiscencia se mide
cada hora después de 7 d de crecimiento. Los wakoe la media + SEM de 6-11

réplicas bioldgicas. Las barras grises y blancagicam la noche y el dia
respectivamente.

Para evaluar si las oscilaciones observadas scad@nas, es decir Si
se mantienen en ausencia de ciclos de luz y tetoyparéd_ LHH), se midid la
actividad luciferasa en plantulaBBCOPT2:LUCy PFSD1:LUC cultivadas
durante 7 d en medio deficiente en Cu. Transcusreims 7 d y tras la adicion
de la luciferina, se registro la actividad lucifagor plantula en condiciones de
luz y temperatura continuas (LLHH). En estas cdodes, se observa que, para
el caso de las plantulaBBCOPT2:LUC la oscilacion se mantiene con una

periodicidad en torno a 24 h (Figura R.4.8a). Sibargo, para las plantulas
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PFSD1:LUC,ya no se detecta oscilacion significativa de lalushinscencia

con los programas utilizados (Figura R.4.8b).
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Figura R.4.8. Actividad luciferasa dirigida por los promotores COPT2, FSD1 y
FSD1(4GTAC) Bioluminescencia de plantulaBCOPT2:LUC (a), PFSD1:LUC y
PFSD1(4GTAC).LUC(b) cultivadas en deficiencia de Cu (medio ¥ MS eaial;
circulos) y en exceso de Cu (medio %2 MS comer@al tOuM de Cu; cuadrados)
entrenadas durante 7 d en condiciones LDHC vy tesidsfs a condiciones LLHH. La
bioluminiscencia se mide cada hora después deaafarencia a condiciones LLHH.
Los valores son la media + SEM de 6-14 réplicakgioas. Las barras grises y blancas
indican la noche y el dia subjetivo respectivamente

Por dltimo, las plantulaBFSD1(4GTAC):LUGierden la induccion del
gen en deficiencia de Cu, comportandose como lastyas PFSD1:LUC
cultivadas en condiciones de exceso de Cu (FigRrdss y R.4.8), lo que
indica que las 4 cajas GTAC deleccionadas en espengtor, son las

responsables de la induccion en deficiencia de Cu.
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4.3. Estudio del efecto del cobre sobre parametra#rcadianos

Con el objetivo de conocer si el efecto producpmr el Cu es
dependiente del tiempo de adicién del mismo, l@ntplasPLHY:LUC, se
entrenaron durante 7 d en condiciones LDHC y sestirieron posteriormente a
luz continua (LLHH), para someterlas a la adiciénCli en diferentes fases de
la oscilacion circadiana (Figura R.4.9). A cualgqiiempo de la adicion del Cu,
se observa que éste afecta a la amplitud y adadasa expresion del gemlY,

pero no al periodo (Figura R.4.9).

<
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§ —0—H,0 (0 h)
g —o—+Cu (3 h)
= ——+Cu(bh)
-

=]

m 0 L1 1 1 | 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 11 | | [ ) | 1 1

0 12 24 36 48 60
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Figura R.4.9. Estudio del efecto del Cu sobre la $& de la actividad luciferasa
dirigida por el promotor LHY. Bioluminiscencia de plantuld8LHY:LUC cultivadas
durante 7 d en deficiencia de Cu (medio ¥ MS comm@ren condiciones de LDHC y
transferidas a LLHH (tiempo cero) y sometidas ad&ion de HO a 0 h (circulos gris
claro), 10uM Cu a las 3 h (circulos blanco) o P! Cu a las 6 h (circulos gris oscuro).
Los valores son la media de 9 réplicas bioldgitas. barras grises y blancas indican,
respectivamente, la noche y el dia subjetivos. flechas indican el tiempo de las
adiciones.

Ademas, cuando las plantulasHY:LUC cultivadas en LDHC durante
7 d en placas con Cu se transfirieron a condicidrié¢H en presencia del
guelante especifico de Cu, BCS (acido 2, 9-dirdefitdifenil-1, 10-
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fenantrolina-disulfénico), se observa un aumento ldeamplitud de la

oscilacion, lo que indica la reversibilidad delatedel Cu (Figura R.4.10).

C
3 0.06
oo}
o
§ 0.04 —o—+Cu
E —e—+Cu+BCS
' 0.024
=
=
m 0[ 1 1 1 1 [ 1 1 1 [ 1 1 1 1 1 1 l 1 1 | 1 1
0 12 24 36 48 60

Tiempo (h)

Figura R.4.10. Regulacion por Cu de la actividad Iciferasa dirigida por el
promotor LHY. Bioluminiscencia de plantula8LHY:LUC cultivadas durante 6 d en
exceso de Cu (medio ¥ MS comercial cony® Cu; +Cu, circulos blancos) o en
deficiencia de Cu (circulos negros; +18l Cu, 100uM BCS) un dia mas, entrenados
en condiciones LDHC y transferidas a LLHH. La biolniscencia se midié cada hora
después de transferir a LLHH. Los valores son ldiande 3 réplicas biolégicas. Las
barras grises y blancas indican, respectivamemt®mdhe y el dia subjetivos.

Para profundizar en la evaluacion del papel del €u el relgj
circadiano, junto con la expresion de los gebely y CCAJ se estudid la
expresion de los gendg3OL1 (constans-likell y LHCB1.1 (light harvesting
chlorophyll bindingl.), ambos de expresion regulada en respuesta gl relo
(Mizoguchi et al., 2002; Salomé et al., 2008).
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Figura R.4.11.Regulacion por Cu de la expresion génica de compartes del reloj

y genes de respuesta al relofCuantificacion por gPCR de la expresion relatedos
genesCCAL LHY, LHCB1.1y COL1de plantulas WT cultivadas en deficiencia de Cu
(medio %2 MS comercial; -Cu, barras blancas) o ecesx de Cu (medio ¥2 MS
comercial con 1M de Cu; +Cu, barras grises), en condiciones LDH€agsferidas a
LLHC. Las muestras se tomaron a las 0 h para ek y 3° en condiciones LLHC.
El genUBQ10se usa como control de carga. Las barras represkntaedia + DE de
tres réplicas bioldgicas. u.r., unidades relatiass asteriscos indican diferencias
estadisticamente diferentes con respecto a defieiele Cu (* p< 0.05, ** p< 0.01).

Para ello, se utilizaron plantulas WT, previamesnigenadas durante 7
d en condiciones LDHC vy transferidas a condiciobeldH, de las cuales se
tomaron muestras a 0 h y durante el dia subjetivéog ciclos 2 (LC2) y 3

(LC3). Los resultados se muestran en la FiguralR.4. reflejan que, en

184



Resultados.Capitulo 4

ausencia de ciclos, el Cu también regula la expmede los genes de respuesta

al reloj circadiano.

4.4. Fenotipos de las plantas sobreexpresoras de BUOL y de COPT3en

condiciones continuas

Para exacerbar los efectos de la desregulaciden ltemeostasis de Cu,
se analizaron las consecuencias de la ausencialoe de luz y temperatura en
el desarrollo de las plantulas COFflY COPT3". Para ello, ambas lineas
transgénicas se cultivaron en placas con medio 20M® el mismo medio
suplementado con 10 uM de Cu en las siguientesiaonds: dia intermedio
con ciclos de luz y temperatura (LDHC) y temperatytuz continuas (LLHH)
(Figura R.4.12).

. LDHC

-Cu
LLHH
LDHC

+Cu
LLHH

WT COPT1°F  COPT30F

Figura R.4.12. Efecto de la ausencia de ciclos dazly temperatura en plantulas
COPT1°® y COPTZE. Plantulas WT, COPTE y COPT#E cultivadas durante 6 d en
deficiencia de Cu (medio %> MS comercial; -Cu) oesxc de Cu (medio %2 MS
comercial con 1@M de Cu; +Cu) en condiciones LDHC o LLHH.
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La ausencia de ciclos ambientales, afecta al mrento de todos los
genotipos evaluados, pero las plantulas de laadiG®©PT2Fy COPTS* estan
peor que las WT (Figura R.4.12).

Aungue en condiciones LDHC, la longitud de la rdézlas plantulas
COPTP® y COPTS* es igual que la de las WT en medio % MS (Figura
R.4.12), sin embargo, en condiciones LLHH la langjile la raiz disminuye
significativamente méas en las plantas CO®T{L COPTSF que en las WT,
tanto en medio ¥2 MS como en medio ¥2 MS con 10 uB@(Figura R.4.13).

30
= 20 +
§ %T, B LDHC
E 10 / xx hE
e /
2
2
S 20 T [
- 7, I LLHH
10 T
., k% Kk
0 %
WT 108 C30e WT C108 C30e
-Cu +Cu

Figura R.4.13. Efecto de la ausencia de ciclos dazly temperatura sobre la
longitud de la raiz en plantulas COPTY® y COPT3®E. Medida de la longitud de la
raiz de plantulas WT (barras lisas), COPT(C1°F, barras rayadas) y COPT3(C3F,
barras punteadas) cultivadas durante 6 d en dedieiegle Cu (medio ¥2 MS comercial;
-Cu, barras blancas) o exceso de Cu (medio ¥> M&mah con 10uM de Cu; +Cu,
barras grises) en condiciones LDHC o LLHH. Las &smepresentan la media = DE de
tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indicdarencias estadisticamente diferentes
con respecto al WT (* p< 0.05, ** p< 0.01).
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En condiciones LLHH también se observa la reducdé peso fresco
en las plantulas COPf1y COPT%* en comparacion con las WT (Figura
R.4.14).
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Figura R.4.14. Efecto de la ausencia de ciclos dezly temperatura sobre el peso
fresco, contenido en clorofila, MDA y antocianinasen plantulas COPTT" y
COPT3E, Peso fresco y contenido de clorofila total, MDAntaxianinas de plantulas
WT (barras lisas), COPPE (C1°% barras rayadas) y COP¥3 (C3°% barras
punteadas) cultivadas durante 6 d en deficienci€uémedio %> MS comercial; -Cu,
barras blancas) o exceso de Cu (medio ¥ MS corhemialOuM de Cu; +Cu, barras
grises) en LDHC o LLHH. Las barras representan kdimm + DE de 3 réplicas
biolégicas. Los asteriscos indican diferenciasdist@amente diferentes con respecto al
WT (* p <0.05, **p <0.01).
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Con el objetivo de conocer si el dafio oxidativodehas plantulas es
mayor en condiciones LLHH, se determiné el gradgexidacion lipidica,
medido como contenido de malondialdehido (MDA),t¢uson el contenido
total de clorofila y de antocianinas. Cuando lanpllas de los tres genotipos
(COPTPE, COPTSFy WT) se cultivan en condiciones LDHC, no se omser
diferencias entre ellas en el contenido de MDA, ctigofilas totales y de
antocianinas. Sin embargo, si comparamos entreiconds LDHC y LLHH,
se observa que a menor contenido total de MDAy@@uge un aumento en el
nivel de antocianinas, sobretodo en el medio can Cu

Por otro lado, se estudiaron los efectos de lermis de luz vy
temperatura por separado y para ello, se cultiviwsenmismos genotipos en
condiciones de temperatura constante (LDHH) y uzstante (LLHC) (Figura
R.4.15). En ambas condiciones, las plantulas CEPFLOPTSE cultivadas
en medio MS con 10 uM de Cu, muestran una mengjitlahde la raiz y del
peso fresco que las WT. Estos resultados concuetdanlos observados

anteriormente en condiciones LDHC y LLHH (Figurd R5a).
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Figura R.4.15. Efecto de la ausencia de ciclos dazlo temperatura en Eléntulas
COPT1°® y COPT3E. a) Plantulas WT (barras lisas), COPF1CI°%, barras
rayadas) y COPT% (C3F, barras punteadas) cultivadas durante 6 d enietedfia de
Cu (medio ¥2 MS comercial; -Cu, barras blancas) cesax de Cu (medio ¥2 MS
comercial con 1M de Cu; +Cu, barras grises) en LLHC o LDHb). Peso fresco,
contenido de clorofila, MDA y antocianinas en lasmmas condiciones que el Apartado
a). Las barras representan la media + DE de Xe&phioldgicas. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente diferentes con resadW/T (* p < 0.05, ** p < 0.01).
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Por otro lado, se detecta un aumento de las amioeis en plantulas
COPTT® y COPTS* respecto a las WT en las condiciones LLHC y en el
medio suplementado con Cu (Figura R.4.15b).

4.5. Las alteraciones en el contenido de cobre Amabidopsisinfluyen en la

expresion de los componentes del reloj circadianddlY y CCAL

Con el objetivo de conocer si los fenotipos obséog en las plantulas
COPTP® y COPTS*, en ausencia de ciclos de luz y temperatura, riiesue
origen en alteraciones del ritmo circadiano depktas, se analizaron por
gPCR los niveles de expresion relativa de dos genedeares del reloj
circadiano:LHY y CCALl Para ello, las muestras se recogieron al amanecer
(0 h), cuando los niveles de mMRNA deY y CCAlmuestran el maximo de su

expresion.
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Figura R.4.16. Regulacién de la expresién génica des componentes del reloj
circadiano y genes de respuesta del reloj en lasaptulas COPTI°F y COPT3E.
Cuantificacion por gPCR de la expresion relativdodegenesCCA1L, LHY, LHCB1.¥
COL1 en plantulas WT (barras lisas), COPFY{CI°F, barras rayadas) y COP3
(C3F, barras punteadas) cultivadas durante 6 d enigledia de Cu (medio % MS
comercial; -Cu, barras blancas) o en exceso dendi¢ ¥2 MS comercial con 1M

Cu; +Cu, barras grises) en LDHC. Las muestras gggieron a 0 h. El gedBQ10se
usa como control interno. Los barras representamméalia + DE de 3 réplicas
bioldgicas. u.r., unidades relativas. Los astessodican diferencias estadisticamente
significativas con respecto al WT (* p < 0.05, *<(0.01).

Como se puede observar en la Figura R.4.16, tEgoplantulas
COPTL®y COPTS* cultivadas en medio ¥ MS como en medio suplementad
con 10 uM de Cu muestran una reduccion en losesvaé expresion relativos
de los genesLHY y CCA1 respecto a las WT en condiciones LDHC.

Probablemente, como resultado de esta reduccigrida se observa que la
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expresion de genes de respuesta del reloj ciraadamoCOL1y LHCBL1.],
esta alterada en las plantulas COPWICOPTS".

4.6. Influencia de la luz en los genes de respuestialica a la deficiencia de

cobre

Con la finalidad de evaluar el efecto de la luguyposible interaccion
con la respuesta a deficiencia de Cu, plantulass@/gultivaron durante 7 d en
medios con deficiencia o con exceso de Cu y sgyie@n muestras a0y 12 h
para corroborar la expresion ciclica de los gebasnuestras se obtuvieron de
plantulas en LDHC (ciclos de luz y temperatura}igladas (DDHC, oscuridad
continua con ciclo de temperatura). A continuaci€m,analizé por qPCR la

expresion relativa de 5 tipos de genes descrite$ €apitulo 1:

a) inducidos en deficiencia de GLOPT2, FSDY ZIP2

b) inducidos en exceso de @SD1, CCY SDH1-2

¢) otros miembros de la familia CORTOPT3

e) inducidos en exceso de Cu y regulados potal RRR5
f) factores de transcripcidn de la familia SBEL7y SPL3

En primer lugar, se han estudiado los genes maresdie la respuesta
a deficiencia de Cu. Como cabia esperar, en camdisiLDHC la expresidn de
los genesCOPT2, FSDY ZIP2 se induce en deficiencia de Cu, tanto a 0 como
a 12 h, siendo esta induccion mayor a 0 h en éssdasos (Figura R.4.17). Sin
embargo, en plantas etioladas, aunque todavia séiema la induccion por
deficiencia de Cu y las diferencias temporalesexparesion relativa es mucho
menor. Por tanto, la luz no es determinante emdadcion de la expresion
génica por deficiencia de Cu, ni para mantenedisencias entre 0 y 12 h,

pero es clave para potenciar los niveles de expregnica.
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Figura R.4.17. Regulacion de la expresion génica p&u y por la luz. Expresion
relativa determinada por gPCR de los ge@&PT2, FSD1ly ZIP2 de plantulas WT
cultivadas durante 7 d en deficiencia de Cu (médiblS comercial; -Cu) 0 en exceso
de Cu (medio ¥2 MS comercial con M de Cu; +Cu), en condiciones LDHC (L) o
DDHC (O). Las muestras se recogieron a 0 (barrgsasey 12 h (barras grises). El gen
UBQ10 se usa como control interno y la muestra de 0zhyluCu se usa como
referencia. Las barras representan la media + DHrale réplicas biolégicas. u.r.,
unidades relativas.

Por el contrario, en exceso de Cu se induce laesim de los genes
marcadoreCSD1, CCSy SDH1-2,tanto a 0 como a 12 h, siendo de nuevo
mayor a 0 h en los tres casos, en condiciones LIPH@ura R.4.18). Sin

embargo, en plantas etioladas, esta induccion gignaio no se mantiene, como
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en el caso d&DH1-2(Figura R.4.18), lo que indica que, al menos guras

casos, la luz es fundamental para mantener lasests a exceso de Cu.
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Figura R.4.18. Regulacion de la expresion génica p&u y por la luz. Expresién
relativa determinada por gPCR de los ge@&€S1, CSDY SDH2-1de plantulas WT
cultivadas durante 7 d en las mismas condicionesradas en la Figura R.4.17.

Ademas, se analiz la expresion relativa de ofesmioro de la familia
COPT COPT3 en las mismas condiciones descritas previamenteste caso,

en plantas etioladas se produce una ligera indoagda expresion deOPT3
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con respecto a las cultivadas en condiciones LDHRQuf(a R.4.19). Esta
induccion es independiente de la hora y del nieelCd en el medio, lo que
sugiere que la funcion de COPT3 podria estar p@tdacen la oscuridad, al

contrario que la de otros miembros de la familemc COPT2.
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Figura R.4.19. Regulacion de la expresion génica p€u y por la luz en plantulas
de Arabidopsis.Expresion relativa por qPCR del ge®PT3y PRR5de plantulas WT
cultivadas durante 7 d en las mismas condicionestradas en la Figura R.4.17

A continuacion, se evalud la expresion RIRRS cuya induccién por
exceso de Cu, descrita en el Capitulo 1, se obserid h en condiciones
LDHC, pero dicha regulacion se pierde a 0 h y eatpls etioladas (Figura
R.4.19).
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La expresion de los factores de transcripci8®L7 y SPL3
(mencionados en el Capitulo 1) presenta un patiféredcial entre 0 y 12 h,
siendo de nuevo mayor su expresion a 0 h. En el @ada expresion relativa
del genSPL7,no hay regulacion por Cu (Yamasaki et al., 200808l et al.,
2012). Sin embargo, si se observa una ligera indnae la expresion relativa
de SPL3en deficiencia de Cu a 0 h en condiciones LDH@QUF R.4.20). La
expresion génica de ambos genes se atenla en splatialadas,

independientemente de las condiciones (Figura ®.4.2
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Figura R4.20. Regulacién de la expresion génica pdZu y por la luz. Expresién
relativa por qPCR de los gen8RPL3y SPL7de plantulas WT cultivadas durante 7 d en

las mismas condiciones mostradas en la FiguraR.4.1
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El andlisis tedrico llevado a cabo con el softwdd8JRNAL
(http://diurnal.mocklerlab.org/), permite obtenas |patrones temporales de
expresion de genes a partir de los resultados idbterde micromatrices
realizadas a diferentes tiempos, lo que permitepcobar si la expresion es o
no circadiana. Hemos realizado este tipo de asgisia la expresion &PL7
gue mantiene una periodicidad alrededor de 24ihfase muestra un adelanto
de unas 4 h con respecto a la registradaQ®@PT2 en condiciones LLHH
(Figura R.4.21).
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Figura R.4.21. Patrén de expresionin silico del factor transcripcional SPL7.
Patrones de expresién del géRL7en condiciones LLHH (ausencia de ciclos) llevado
a cabo con el software DIURNAhttp://diurnal.mocklerlab.org/lLa linea azul indica
los datos experimentales.

Por dltimo, y con el objetivo de constatar querdgulacion de la
expresion génica en deficiencia de Cu afecta alager central, se analizaron
algunos parametros relacionados con el ritmo ciacaden el mutantspl7.
Uno de los parametros mas estudiados para compsolexisten alteraciones
del ritmo es el movimiento ciclico de los cotiledenconocido como aleteo

(Millar et al., 1995). El siguiente experimentorsalizdé en colaboracion con el
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Dr. Seth Davis (Instituto Max Planck de Colonia)ahie la estancia en el

laboratorio del Dr. Peter Huijser.
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Figura R.4.22. Periodo y amplitud del movimiento ddos cotiledones del mutante
spl7. Las plantulas WTspl7-1 spl7-2y CSPL7 (linea complementada sigl7-2 se
cultivaron durante 5 d en suficiencia de Cu (cdntreedio ¥2 MS comercial con O/

de Cu; Ctrl, barras blancas) y deficiencia de Cedim %2 MS comercial; -Cu, barras
grises) en condiciones de fotoperiodo intermedas plantulas se transfieren a nuevas
placas con medio ¥2 MS 1.5 % fitoagar. Tras 24 &,placas se colocan delante de
camaras web en condiciones de luz continua y sandatografias cada 30 min durante
6 d. u.a.: unidades arbitrarias. Medias con un@ ldistinta son significativamente
diferentes (p < 0.05).

Las plantulas WT, los mutantespl7-1 y spl7-2 y la linea
complementada SPL7 (CSPL7), cedidas por el Dr.rPaigser (Bernal et al.,
2012) se cultivaron en deficiencia y suficiencia @e durante 6 d con
fotoperiodo intermedio y condiciones LDHC. A contigion, se transfieren a
una placa multipocillo en las mismas condicionesopdonde se colocan

individualmente y se mantienen durante un dia naéa pu aclimatacion. Por
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ultimo, se transfieren a condiciones continuas (HiHdonde se adquiere una
fotografia de la placa cada 30 min durante 6 d.fb&sgrafias obtenidas se
cuantifican con los programaéetamorphy se analizan con el softwaB&ASS
(http://millar.bio.ed.ac.uk/).

Como se muestra en la Figura R.4.22, el periodta exscilacion del
aleteo de los cotiledones del mutaspé/ cultivado en deficiencia y suficiencia
de Cu permanece invariable. Sin embargo, la andplite las oscilaciones
disminuye en las dos lineas del mutaspé?, siendo las diferencias todavia
mayores en deficiencia de Cu. En la linea complésaeanse observa una
situacion intermedia entre el WT y los mutantgsl7, por lo que el
restablecimiento del fenotipo es parcial.

Todos estos resultados apoyan la posible inténaamtre el oscilador
central del reloj y la homeostasis del Cu regulpolaSPL7, que incluye a los

transportadores COPT1 y COPT2 que median el ptogrsporte del metal.
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1. RELACION ENTRE EL CONTENIDO EN COBRE, EL ESTRES
OXIDATIVO Y LA SENALIZACION POR ACIDO ABSCISICO

En el presente trabajo se han evaluado los efegtokeculares
provocados por el contenido en Cu de los mediogulivo en plantas de
Arabidopsis thalianaPara ello, se han utilizado dos estrategiasataeion en
el contenido del metal en el medio de crecimiemtglantas silvestres (WT) y
la alteracion del transporte de Cu en plantas ¢gearisas con expresion
modificada de los transportadores COPT, tanto gsesbbreexpresan (plantas
COPTP5), como que tienen expresion reducida (plantgs?).

En primer lugar para estudiar los efectos derigsadel distinto
contenido en Cu en plantas WT, se han utilizadodictones suaves de
crecimiento, tanto de deficiencia como de excesong¢al, como demuestra el
hecho de que no se detecten cambios en paramemas el contenido en
clorofila total y la peroxidacion lipidica, en lasndiciones utilizadas (Figura
R.1.5) (Andrés-Colas et al., 2013). Estas conceioinas estan en el rango de
las usadas por otros autores (Lequeux et al., 30%868)consideran dentro de las
condiciones fisiolégicas que pueden encontrar last@s en su ambiente
natural.

El medio %2 MS $igm3g supone un suministro de Cu subdptimo para la
planta, con un contenido en Cu inferior a las cdodies de suficiencia
(Marschner, 2002). Como consecuencia de la ligefeidncia a la que estan
sometidas las plantulas cultivadas en el medio %29d43nduce la expresion de
algunos miembros de la familia de transportadoesalth afinidad de Cu,
COPT (Sancendn et al., 2003). Otros laboratorazabtén han indicado que las
plantas cultivadas en este medio presentan defesmtosl transporte de
electrones fotosintético, confirmando la ligeraicdehcia de Cu en el mismo
(Abdel-Ghany et al., 2005; Yamasaki et al., 2009).
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Por otro lado, las plantulas cultivadas en Cul¥0se ven sometidas a
un ligero exceso del metal, en base al contenid€wendogeno de dichas
plantulas (20-3Qug/ g de peso seco) (Marschner, 2002). En las ctraoéones
de exceso del metal utilizadas en este trabajoendesectan cambios en la
longitud de las raices, que es un pardmetro senaildbs niveles de Cu del
medio (Andrés-Colas et al., 2013).

La comparacion de la expresion génica global eotrediciones de
deficiencia y exceso de Cu indica que en plantassé&ctivan respuestas al
estrés en ambas condiciones. En concreto, el Bnalis las categorias
funcionales preponderantes en cada caso sugier@agtee de las respuestas
obedecen a diferentes tipos de estrés oxidativesguiesencadenan en las dos
condiciones de disponibilidades opuestas de Cuufgsy R.1.6 y R.1.7).
Efectivamente, el exceso de metales provoca lacijrade radicales hidroxilo
a través de las reacciones de Fenton y Haber-\{l¢abwell and Gutteridget,
1984) y la deficiencia de Cu, afecta al funcionandede las cadenas de
transporte de electrones organulares, lo que irer@mla produccion del
radical superoxido (Abdel-Ghany et al., 2005; Gadjeal., 2006; Yamasaki et
al., 2009). Por lo tanto, el tipo de ROS mayoritageria diferente en
condiciones de deficiencia o de exceso del metal.

En este sentido, entre las enzimas generadorafO& dRe muestran
resultados diferenciales en los andlisis globales edpresion génica, se
encuentran las NADPH oxidasas. Mientras que la NI ADBRidasa, codificada
por Rbohl, se induce en exceso de Cu, la expresiomblehD se induce en
deficiencia (Figura R.1.7) (Andrés-Colas et al.1@0 La expresion d&bohD
se ha relacionado con la sefializacion por la hoa®®BA y el calcio (Kwak et
al., 2003; Zhang et al., 2009), lo que sugiere Gueto al estrés oxidativo,
ambos podrian participar en la sefializacion ercideftia de Cu. De acuerdo
con esto, un transductor primario de sefales eadede calcio,CAS esta

inducido en condiciones de deficiencia de Cu (Fig®.1.7). Entre otros
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procesos, el ABA regula el cierre estomético ynkahbicion de las transiciones
de fase embrionaria al crecimiento germinativo gdgeéste al reproductivo
(Leung and Giraudat, 1998). En este trabajo se tnsugsie el contenido en
ABA es mayor en deficiencia de Cu (Figuras R.3.123.13) y que el mutante
spl7 presenta dificultades en la apertura estoméaticai@& R.3.14). Ademas, las
semillas que proceden de plantas cultivadas sireiCla solucion de riego
muestran una menor tasa de germinacién que ladlaemé plantas que han
sido cultivadas en suficiencia de Cu (Figura R.1H)dos estos resultados
indican que el estrés oxidativo, el ABA y el calpieeden jugar un papel clave
en la sefalizacion de la deficiencia de Cu (Fidudg.

La sintesis de hormonas esta controlada por dj re@tcadiano
(Robertson et al.,, 2009). En el caso concreto d&@AAse ha descrito la
interaccion directa con el reloj mediante la uniwrivo de TOC1, componente
del nacleo del oscilador, al gen de respuesta a MBAR (Legnaioli et al.,
2009). En nuestras condiciones experimentales, el afecta tanto a la
biosintesis de ABA como a la expresion de los gemadeares del reloj
circadiano,LHY y CCAL, como se discutira mas adelante, lo que pone de
manifiesto que el contenido del metal podria inflen la interaccion entre
ambos procesos, produciendo una compleja modulat@émporal de las

respuestas a la deficiencia de Cu.
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Figura D.1. Esquema de la relacion entre el estrésidativo y la homeostasis del
Cu. Los genes y procesos inducidos en deficiencia deeCrepresentan en color rojo,
los genes regulados en exceso de Cu, en coloryagehes y procesos inducidos en
ambas condiciones, en color fucsia. Los relojeg@rdprocesos que se han relacionado
previamente en la bibliografia con el ritmo cireadi. Los nombres de los genes que se
muestran en la Figura se indican en el indice devaiuras (Paginas vi-x).

Por otro lado, uno de los genes que mas se expeesaondiciones de
exceso de Cu eSDH1-2(Figura R.1.6), una isoforma de baja expresiotade
succinato deshidrogenasa mitocondrial (Huang e@ll0). Se ha demostrado
gue la expresién de la isoforma princip@PH1-1, desempefia un papel
importante en la produccion de ROS mitocondrialgse a su vez,
desencadenan la expresion de genes de respuestegaly de defensa (Gleason
et al., 2011). En este sentido, la induccion $IBH1-2 sugiere que la
mitocondria percibe el exceso de Cu en la célolajue desencadena cambios
en la expresion génica, probablemente encaminadosmegorar su

funcionamiento (Andrés-Colas et al., 2013).
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El uso de marcadores moleculares para determirestatio nutricional
de los niveles de Cu en las plantas es de gramiégrondmico para seguir las
respuestas a deficiencia y exceso de Cu. La bgjmuibilidad de un nutriente
reduce el valor nutricional de los cultivos, lo qfecta en dltimo término a la
alimentacion humana. Por otro lado, la Comisiénopea ya ha mostrado su
preocupacion por las consecuencias del uso abudgvdratamientos que
contienen Cu en cultivos de consumo humano (How@f®). En este sentido,
la expresion d&CASy SDH1-2 podria ser utilizada como marcador molecular
de condiciones medioambientales que conducen,abigma deficiencia 0 a un
exceso de Cu, respectivamente, ya que en nueshoratario hemos
demostrado la especificidad de la regulacion desegénes por Cu (Andrés-
Colas et al., 2013).

Con el objetivo de ahondar en los efectos prowsgagor una
incorporacion de Cu extracelular incrementada ystitutiva, hemos trabajado
con plantas COPPE. Los niveles ligeramente més altos de Cu endégarias
plantas COPTY son percibidos a través del factor transcripci@Ril7, como
sugieren los cambios leves en la expresion de mhares del estado nutricional
de Cu ESD1para la deficiencia €SD2para el exceso de Cu) (Abdel-Ghany et
al., 2005; Andrés-Colas et al., 2010). Este magotenido en Cu de las plantas
COPTT* desencadena una respuesta que incluye la expreisiogenes
relacionados con el incremento del estrés oxidatbamo AOX1Dy LSU1
(Tabla R.3.3 y R.A3). Los miembros de la familialLSle funcion desconocida
en Arabidopsis thalianaestan inducidos en deficiencia de sulfuro y, emon
medida, por estrés salino y limitacion de nitrdtewiandowska et al., 2010). A
su vez, parte de la respuesta a deficiencia dereudfs inducida por hiR395
(Matthewman et al., 2012), cuya expresion tambgté aelterada en las plantas
COPTIPE (Tabla R.A3), lo que corrobora que la deficienda sulfuro
constituye una parte de las respuestas de lasapl@®PT2F, probablemente

debido a la necesidad de compuestos azufrados defémsa antioxidativa
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(Maruyama-Nakashita et al., 2003). Por otro lagosansidera que la expresion
de algunos miembros de la familia AOX, es un mascae la adaptacion de las
plantas frente al estrés, ya que actian como uaahernativa a la cadena de
transporte electronico mitocondrial (Arnholdt-Sctiret al., 2006). Ademas de
los procesos descritos en las mitocondrias, eisidlincional indica que los

cloroplastos son el compartimento subcelular mé&staflo en las plantas
COPTLPE (Tabla R.3.2 y D.1).

Por otro lado, el analisis de la ontologia gémigaartir de los cambios
de expresién obtenidos con micromatrices en plastGOPTSE, revela que la
familia de factores de transcripcion NAC estd eldeemas representadas en
dichas plantaélablas R.3.4 y R.A3). Recientemente, la expred®NAC87se
ha relacionado con la sefializacion dependienteed@&jolo de hidrogeno que
desencadena el cierre estomatico (Legnaioli, 20R83viamente a nuestro
trabajo, se habia relacionado a los metales coocomlportamiento de los
estomas eWicia faba Dicha conexidn esta basada en la formacién dixjofer
de hidrégeno catalizada por una metaloproteinapeareto una amino oxidasa
de Cu (An et al., 2008). En nuestro caso, la efipeleid de la induccion de la
expresion deNAC87 por Cu, sugiere su participacion en la sefalizaciél
metal mediada por ROS.

Tomados en conjunto, nuestros resultados ponenatéfiesto que el
diferente contenido de Cu desencadena cascadagiaéeacion distintas en las
que participa el estrés oxidativo generado en arobadiciones (Figura D.1).
De este modo, el aumento de Cu endégeno produnidaseplantas COPPE
podria activar la maquinaria transcripcional, eangparte mediada por los
factores de tipo NAC, con el objetivo de aumentartdlerancia al estrés

oxidativo generado en estas plantas.
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2. REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL TRANSPORTE DE
COBRE

El factor transcripcional SPL7 se considera euladpr clave de la
respuesta transcripcional en deficiencia de Cutret al., 2005; Yamasaki et
al., 2009; Bernal et al., 2012). Entre los prin@pagenes regulados por SPL7
se encuentr@OPT2(Figura R.1.7). Sin embargo, la regulacién de laresion
de COPT2por SPL7 es parcial, como se observa al comparargresion del
mutantecopt2-1 con la del mutantspl7 (Figura R.2.1). Ademas, el nivel de
induccion de los genes de respuesta a deficieneiaCd, disminuye
notablemente en las plantas que sobreexpresantotvaimente otro miembro
de la familia SPL, SPL3. Esta atenuacion de lauesta sugiere que en las
plantas SPL% se produciria una competencia entre los factoRé8§ SPL7
por los motivos de union GTAC de los promotoredategenes diana, como
FSD1y COPT2(Figura R.1.10 y D.2a). Sin embargo, la ocupadénos sitios
de union por SPL3 no desencadenaria la activacadsdripcional de los genes
diana, lo que explicaria la atenuacion de la exfmede los mismos en las
plantas SPL¥ (Figura D.2b).
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Figura D.2. Esquema de la regulacién transcripciodamediada por SPL7 y de la
regulacién postranscripcional de SPL3a) Respuesta transcripcional de la deficiencia
de Cu en plantas WT. b) Respuesta transcripciomdh dleficiencia de Cu en plantas
SPLFE. c) Regulacién postranscripcional de la expresiérSPL3 mediada por los
miR156/157y 172 d) Esquema representativo del balance entre SPISPL3 en
funcién de las condiciones ambientales y el estwl@esarrollo de las plantas. Los
nombres de los genes que se muestran en la Figuiadgan en el indice de
abreviaturas (Paginas vi-x).

A pesar de que el promotor de SPL3 contiene 5vomiGTAC en las
1500 pb previas al inicio de la traduccién (datosmostrados), la expresion de
SPL3 no esta regulada por SPL7 segun el andlisiRldA-Seq realizado con el
mutantespl7 (Bernal et al., 2012). En nuestros resultados tam@e observa
una dependencia clara de SPL7 en la expresion d8 @Hgura R.1.13).
Estudios previos indican que la regulacion de tailfa SPL es compleja y que
diferentes miRNAs juegan un papel importante enmsma. A nivel
postranscripcional, la mayoria de SPLs de tamafjugi® y mediano, entre las
que se encuentra SPL3, se degradan por la accids uhéR156/157Cardon et
al., 1997; Schwab et al., 2005; Wu and Poethig62@andikota et al., 2007).
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Por otro lado, se ha descrito quer@R172induce, a través de sus dianas, a un
conjunto de SPLs, entre las que se encuentra SRUB) (et al., 2011). Esto
significa que losmiRNAs 156y 172 ejercen efectos contrapuestos sobre la
expresion de SPL3 (Figura D.2c). Nuestros datogcamdque el Cu afecta
notablemente a la expresion de estos miRNAs. Ensesttido, la induccién del
miR172en deficiencia de Cu (Figura R.1.17) revela qudripoparticipar en la
induccién de la expresiéon &PL3 Sin embargo, ahiR156también se induce
ligeramente en deficiencia de Cu (Figura R.1.1¥qjue sugiere una compleja
red de regulacién espacio-temporal$ielL.3 Como resultado observamos una
ligera induccion d&PL3 parcialmente dependiente de SPL7, en condicidaes
deficiencia severa de Cu (Figuras R.1.12 y R.1.13).sensibilidad de las
plantas SPL%¥ en dichas condiciones (Figura R.1.15) apoya laifumde SPL3
en la regulacién por deficiencia de Cu y sugiere, gle manera similar, otros
miembros de la misma subfamilia SPL, dependientedadaccion de estos
mMiRNAs y con afinidad por los sitios GTAC, podriaompetir también con
SPL7 en la regulacion de la homeostasis de Cur@igw2d).

El fenotipo principal de las plantas SPE@s el de floracién temprana,
de acuerdo con la funcién de SPL3 en la transid®na fase vegetativa a la
reproductiva (Cardon et al., 1997). El papel quegguSPL3 en el desarrollo
reproductivo, donde el Cu es especialmente necespodria adquirir una
mayor importancia en condiciones de deficiencieCde(Jewell et al., 1988).
Como se muestra en el Capitulo 1, la menor taggeaeinacion de las semillas
WT (Figura R.1.4), obtenidas en cultivo hidropéni@n condiciones de
deficiencia de Cu, confirma que la escasez de fécatena la productividad de
las semillas. Estos resultados son un reflejo diétatlo compromiso al que se
ven sometidas las plantas en condiciones de dafiei® nutricionales, dénde
dependiendo del estado de desarrollo y ante eenmemto del estrés y la

disminucion de la tasa de crecimiento, prevaleen bl desarrollo reproductivo,
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mediado por SPL3, o bien las respuestas a la deéia del metal, mediadas
por SPL7 (Figura D.2d).

3. RELACION DE LA HOMEOSTASIS DEL COBRE CON LA DE
OTROSNUTRIENTES

Las respuestas a la deficiencia de Cu incluyeexfgesion de genes
relacionados con el metabolismo de otros nutriectwso el Fe. En el presente
trabajo, se ha evaluado la interaccion entre amiodgentes a partir de dos
aproximaciones experimentales: los estudios relizaen plantas WT con
diferentes contenidos en Cu y en Fe y los analisiexpresion génica globales
realizados con los mutantespt2y COPTPE.

La proteina COPT2 es el miembro de la familia e@yor similitud a
COPT1 (78% de identidad) y ambos transportadoresexggesan en la
membrana plasméatica (Sancendn et al., 2003; Arioéss et al., 2010; Perea-
Garcia et al.,, 2013). Aunque podrian desempefacidnes parcialmente
redundantes en la homeostasis del Cu en la parta ate la planta, una
diferencia fundamental ent@@OPT1y COPT2es el patron contrapuesto de la
expresion de ambos en la raiz. Asi, mientras Q@PT1 se expresa
exclusivamente en el apice de las raices primgrisscundarias (Sancenén et
al., 2004),COPT2se expresa en las regiones subapicales de las (&iguras
R.2.2 y R.2.3). Otra diferencia clave, es la regiglade la expresion de ambos
transportadores en condiciones de deficiencia deHEfrectivamente, en un
medio deficiente en Cu y Fe, la expresion relatie€OPT1disminuye (Figura
R.2.12 y D.3), mientras que la expresiora@PT2aumenta respecto a la de un
medio deficiente solo en Cu (Figura R.2.1). Estsidexientes en arroz también
indican que algunos miembros de la familia COPTRrestgulados por las

deficiencias de Cu y de Fe (Yuan et al., 2011yue nos permite afirmar que la
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relacion entre el Cu y el Fe es un hecho exteneiidotras plantas y que podria
tener relevancia agronémica.

La expresion d€OPT2se induce en deficiencia de Fe (Figura R.2.1),
de acuerdo con la presencia de una caja de unidaater transcripcional FIT
en su promotor (Colangelo and Guerinot, 2004).e8nargo, el hecho de que
en suficiencia de Cu desaparezca la expresionseralees sugiere que el Cu
juega un papel importante en las respuestas aatefia de Fe mediadas por
FIT. Por otro lado, la expresion @OPT2en los cotiledones en condiciones de
deficiencia de Fe no se altera en niveles altoCdgFigura R.2.3) y debe
atribuirse a otro mecanismo independiente de FH,que este factor de

transcripcién no se expresa en la parte aéreag{@Baecia et al., 2013).

|cCoPT2
E-box GTACs

-Cu

_________ 1l

>
? FSD1/ COPT1 »
GTACs

Figura D.3. Regulacion de la expresién dEOPT2, FSD1y COPT1segun el estado
nutricional de Fe y de Cu.La expresion deCOPT2 esta mediada por los factores
transcripcionales FIT y SPL7 y se incrementa edeliciencia simultanea de Fe y de
Cu. La expresion deESD1y COPT1esta mediada por SPL7 en deficiencia de Cu y esta
atenuada en condiciones de doble deficiencia matdlbs nombres de los genes que se
muestran en la Figura se indican en el indice deviiuras (Paginas vi-x).
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La mayor resistencia a la clorosis férrica deplastascopt2-1sugiere
una aplicacién biotecnoldgica de gran interés agroco debido a la baja
biodisponibilidad del Fe en los suelos de cultisonde la eliminacién de la
expresion deCOPT2podria retrasar la clorosis provocada por uneciéeitia
de Fe. Aunque todavia son necesarios mas ensayes guaender los
mecanismos que desencadenan el fenotipeogg2-1 uno de los posibles
motivos para explicar el aumento de los niveleségados de Cu en
condiciones de deficiencia de Fe (Figura R.2.1Bl e favorecer el suministro
de Cu como cofactor a enzimas que sustituyen faatiiente a ferroproteinas,
optimizando asi, la utilizacion del Fe disponibigaters et al., 2012). En este
sentido, las plantulasopt2-1 muestran un ligero aumento de la expresion de
FSD1en relacion a las plantulas WT, en la doble deficia metélica (Figura
R.2.13), lo que quizads podria indicar una mejortqucion frente al estrés
oxidativo. Acorde con la resistencia a la clorofésrica observada, los
parametros indicativos de la situacion del apafatosintético, tales como el
contenido de clorofila, son mas altoscapt2-1que en las plantas WT (Figuras
R.2.5y R.2.7), lo que indica que la ausencia dfaesion d€OPT2provoca
un mejor mantenimiento temporal del aparato fotésico de la planta, y que
este efecto, se intensifica en la deficiencia déametales (Figuras R.2.5,
R.2.6 y R.2.7). Sin embargo, las medidas de aetivlOD y el crecimiento de
estas plantas en medios con paraguat o agua oggepanen de manifiesto
que las plantulasopt2-1no presentan una mayor resistencia al estréstoxda
en general (Figuras R.2.14 y R.2.15).

Otras pistas sobre las posibles causas molecutlekedenotipo de
resistencia a clorosis férrica observado las peipoa el analisis de los
cambios globales de expresidon génica en las pEtapt2-1 Una de las
categorias alteradas en la lineapt2-1 es la respuesta al ayuno de Pi,
independientemente de la condicién nutricionalndedlio (Tablas R.2.1 y R.A2

y Figura R.2.19). Previamente, se habia descrim@DPT2 se reprime por
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deficiencia de Pi (Thibaud et al.,, 2010) y que texisconexiones entre las
respuestas al ayuno de Pi y la homeostasis de iottes (Abel, 2011; Chiou
and Lin, 2011). En concreto, las respuestas a fmielecia de Fe actian
antagonicamente al ayuno de Pi en el crecimienta daiz (Svistoonoff et al.,
2007; Ward et al., 2008; Abel, 2011).

-Cu - Fe - Pi
COPT2
Cut
Respuestas a Respuestas
deficiencia de LPR1/2 a ayuno de
Cu / \ fosfato
Division celular Diferenciacion
celular

Figura D.4. Modelo de la expresién d€OPT2en condiciones de deficiencia de Cu,
Fe y Pi.Lasdeficiencias de Cu, Fe y Pi ejercen efectos aniagéren la expresion de
COPT2 La incorporacion de Cu extracelular al citosténdia la respuesta a deficiencia
de Cu y podria participar en la respuesta local laesefializacion sistémica por ayuno
de Pi. La respuesta local esta mediada por lasaoiite oxidasas LPR1 y LPR2 que
participan en la diferenciacién e inhiben la diérsicelular. Los nombres de los genes
gue se muestran en la Figura se indican en eldritiabreviaturas (Paginas vi-x).
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Por tanto, a la induccion de la expresion génieaCOPT2 en las
deficiencias de Fe y de Cu, hay que afiadir la sgjomedescrita en ayuno de Pi
(Figura D.4) (Thibaud et al., 2010). De este ma@OPT2 podria participar en
la deteccion del ayuno de Pi mediante el transpaetéCu a cuproproteinas,
como las multicobre oxidasas LPR1 y LPR2, implisada el crecimiento de
las raices en respuesta al ayuno de Pi (Svistoenhalf, 2007). De acuerdo con
esta hipétesis, se observa un ligero aumento kemdgtud de la raiz en la linea
copt2-1 en comparacién con las plantulas WT en ayunoi dEifura R.2.20),
lo que también estd apoyado por el fenotipo obderea los mutantes simples
Iprly lpr2 (Svistoonoff et al., 2007).

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos daracterizacion del
mutantecopt2-1apoyan la conexién entre las homeostasis del Qel ¥e, asi
como la interaccion de ambas con las respuestagiab de Pi (Figura D.4).

Por otro lado, esta relacion entre la homeosthdi€u y del Fe también
se pone de manifiesto en las plantas CO®THstas plantas muestran un ligero
aumento de los niveles endégenos de Cu en comgaracn las plantas WT
(Andrés-Colas et al., 2010). El aumento de loslesrendégenos de Cu, puede
interferir con la homeostasis de otros metales,ocehi~e (Abdel-Ghany et al.,
2005; Madejoén et al., 2009; Bernal et al., 2012eR&5arcia et al., 2013).
Efectivamente, esta interaccion se observa en lastas COPTY" que
presentan alterada la expresion de genes reladsramh la homeostasis de Fe
(Tabla R.3.3 y Figura R.3.6). Entre ellos, la espgie deFER1 esta reprimida
en las plantulas COP4 (Figura R.3.6). Recientemente, la expresiofrER1
se ha relacionado con el ritmo circadiano, ya dueegulador TIC,time for
coffee, actia como represor transcripcional B&ER1 en condiciones de
deficiencia de Fe (Duc et al.,, 2009). Por otro Jatdid’B1l es un factor
transcripcional que participa en el equilibrio enproliferacién y division
celular en la raiz. Entre las categorias funcianaéprimidas por UPB1, se

encuentran genes de la homeostasis del Cu y d@ideé&agoshi et al., 2010).
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La expresion d&JPB1 esta inducida en las plantulas COPTén condiciones
de deficiencia de Cu (Tabla R.A3 y Figura R.3.6gnétipicamente, las
plantulas COPTE presentan una reduccion de la longitud de la emiz
condiciones de exceso de Cu (Andrés-Colas et all0)2 acorde con la
disminucion de los niveles basales de peroxido idedgeno, debido a la
formacion de radicales hidroxilo (OHcitosoélicos (Rodrigo-Moreno et al.,
2012). UPBL1 regula directamente la expresion derdas peroxidasas que
modulan el incremento de ROS que tiene lugar atdda proliferacion celular
(Tsukagoshi et al., 2010). En este sentido, UPBdripoparticipar en la
modulacion del estrés oxidativo generado por Isbaknces nutricionales de
metales como el Cu y el Fe.

Los resultados obtenidos en la caracterizaciérasiglantas COPPE
sugieren que el incremento constitutivo en el gqudte en Cu altera la
expresion de genes que participan en el metabolistiaativo y la homeostasis
del Fe y ponen de manifiesto las repercusiones ggmera el posible

desequilibrio nutricional.

4. ASPECTOS TEMPORALES DE LA HOMEOSTASIS DEL COBRE Y
SU RELACION CON LOSRITMOS CIRCADIANOS

En las plantas COPP%, ademas del incremento en el contenido
enddgeno del Cu, tiene lugar la desregulacion deasgporte. Efectivamente,
este transporte de Cu, mediado por los miembrota damilia COPT, esta
inhibido por el propio metal, ya que cuando éstarata niveles altos en el
citosol, la expresion de los transportadores semep Este mecanismo provoca
un circuito de auto-regulacion del nivel de Cu sifiaco, mediado por la
expresion de sus propios transportadores, a trdeéSPL7 (Figura D.5a)
(Pefarrubia et al., 2010). Por lo tanto, en lastpla COPTY" se produce una

desregulacion de la homeostasis de Cu, ya queplesign ectopica dEOPT1
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es independiente del Cu del medio, por lo que elebde retroalimentacion
generado por el Cu y sus transportadores quedédnsdpren esta linea
transgénica (Figura D.5b).

Los bucles de retroalimentacion constan de un ooete negativo y
otro positivo que tienden a compensar el sistemalopgque son muy utilizados
por los seres vivos para mantener la homeostasis determinado compuesto
(Novak and Tyson, 2008). Estos bucles de retroaliamdn pueden, a su vez,
estar relacionados entre si, llegando a alcanzar givel de complejidad las
interacciones entre ellos, lo que dificulta el diiude la regulacién de los
mismos. Un ejemplo de la complejidad que puedeanahr las interacciones
entre bucles, lo estamos empezando a observar estwaio de los relojes
biolégicos y los ritmos circadianos que generam¢Baz and Yanovsky, 2013).
Estas interacciones permiten la regulacion finantegral de los sistemas
bioldgicos y es necesario su estudio y comprengéba abordar las respuestas
globales a los cambios en el desarrollo y a lamsibnes ambientales en los
seres Vivos.

En el presente trabajo, hemos evaluado la posbllide que exista una
regulacion reciproca entre los bucles de retroaliawon que forman el reloj
circadiano y el transporte de Cu mediado por lessportadores COPT.
Inicialmente, nuestra hipoGtesis propone que eljrejerce una influencia
positiva sobre la homeostasis del Cu y que ésia tie efecto negativo sobre el
reloj (Figura D.5c). En este sentido, hemos estiodiel efecto del Cu en la
expresion de genes del nucleo del oscilador ceatrgdlantas WT y mutantes
COPTZTE. Y por otro lado, hemos estudiado la expresiorpteal de genes que

participan en la homeostasis de Cu.
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Figura D.5. Circuitos de retroalimentacién del trarsporte de Cu y el reloj
circadiano enArabidopsis a) Bucle de auto-regulacion del transporte de Cplamas
WT. b) Desregulacién del transporte de Cu en ptar@®PT1E c) Modelo de
regulacion reciproca entre el ritmo circadiano idaneostasis de Cu. Las explicaciones
correspondientes se comentan en el texto. Los resvd#® los genes que se muestran en
la Figura se indican en el indice de abreviatuPagjias vi-x).

Los resultados del andlisis de las micromatrig@slas en el Capitulo 1,
fueron los primeros en sugerir la relacion entrbdmeostasis del Cu y el reloj
circadiano, ya que diferentes miembros de la cai@gkel ritmo circadiano se
inducen tanto en deficiencia como en exceso deA@drés-Colas et al., 2013).
Los genePRR5y GRP7 inducidos en exceso de Cu (Figura R.1.6), soegen
gue codifican a proteinas involucradas en el @topdiano y, mas en concreto,
relacionadas con el oscilador nocturno (Fujimoralet 2005; Schéning et al.,
2008). Por el contrario, la deficiencia de Cu irelda expresién de dos

componentes del reloj circadiano del oscilador tredlHY y CCAL(Figuras
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R.4.1, R4.2 y R.4.5) (Andrés-Colas et al., 201&Jemas, esta regulacion
depende de la dosis de Cu y se mantiene en conegicontinuas de luz y
temperatura, afectando sobretodo, a la amplitud dscilacion d&HY (Figura

D.6). La pérdida de funcién o la sobreexpresiémidbos genes vinculados al
reloj provoca arritmicidad y/o alteraciones de p@etios tales como el periodo,
la amplitud o la fase de las oscilaciones de eiqmegenica dependientes del
reloj (McClung, 2006), por lo que cabe esperar tpedesregulacion del

transporte de Cu, afecte a dichos parametros.

CONDICIONES
ENTRENAMIENTO CONTINUAS
Periodo Falsle
:.',...l
0 12 0 12 0 12 24 36 48 60 72

Tiempo Zeitgeber (h)

Figura D.6. Esquema de la oscilacion de las planag PLHY:LUC. Plantulas
PLHY:LUC se cultivaron en medio % MS (linea roja) y ¥2 M8 @0 uM de Cu (linea
azul). Después del entrenamiento en condicionesRdC, se mididé la actividad
luciferasa en condiciones LLHH durante los 3 d igigtes. La franja blanca representa
el dia; la gris oscuro, la noche; y la franja gtaro, la noche subjetiva.

En este sentido, las plantas COPTfnuestran fenotipos que podrian
estar asociados a alteraciones del reloj circadigigura R.3.3). Por ejemplo,
el numero de hojas de la roseta en la transicidm fase reproductiva esta
alterado en dichas plantas con respecto a lasaglad@ y dicha alteracién es
dependiente de las condiciones del fotoperiodol @ue crecen (Figura D.7)
(Andrés-Colés et al., 2010). Ademas, otro paramediacionado con el ritmo

circadiano, como es la elongacion del hipocotiloespuesta a la luz (lto et al.,
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2007), también esta alterado en dichas plantasgéaicas (Figuras R.3.3 y
D.7). Mas importante adn, el desarrollo de lasta@OPT2E est4 alterado en
condiciones ambientales continuas (Figuras R.4R2y13), lo que sugiere que
dichas plantas presentan problemas para prospesarsencia de las principales
entradas externas del reloj circadiano, como san dclos de luz y de

temperatura.
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Figura D.7. Fenotipos de las plantas COPTF asociados al ritmo circadiano.El
tiempo de floracion se determina como el nimerbajas de la roseta en la transicién
floral en plantas cultivadas en maceta y en coodé&s de fotoperiodo de dia largo y
corto. La longitud del hipocotilo se mide en pldasucultivadas 7 d en medio ¥2 MS en
condiciones de luz u oscuridad continuas.

Aunque el mecanismo de regulacion del Cu sobrelel esta lejos de
ser entendido, la existencia de elementos GTA@pilomotores de los genes

LHY y CCALl sugiere un posible efecto regulador mediado pdr7SPe
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acuerdo con esta hipotesis, el mutapig muestra alteraciones en la ritmicidad
del movimiento foliar, un pardmetro dependiente réédj circadiano (Figura
R.4.23). Curiosamente, otros miembros de la farGiké, como SPL3 y SPLS,
participan en procesos mediados por el reloj, talmwo la floracion y la
fertilidad (Cardon et al.,, 1999; Unte et al., 2008y and Poethig, 2006;
Gandikota et al., 2007; Zhang et al., 2007). Nosstiatos sugieren que algunos
miembros de la familia SPL, como SPL3, pero no SRId8Irian participar en
la integracién del estado nutricional de Cu y lespuestas circadianas de las
plantas.

De acuerdo con el bucle de retroalimentacion d@uesjerce sobre su
propio transporte, hemos elaborado un modelo maismgue predice la
existencia de una posible oscilacién circadiantosmiveles citosolicos de Cu
con un maximo proximo al anochecer (Pefiarrubia et al.,, 2010).
Experimentalmente, tenemos datos que muestran digetivamente, la
oscilacion de los niveles del mensajero del tramador COPT2 tanto en
ciclos de luz/oscuridad como en condiciones coaBnumuestra una
periodicidad de 24 h, siendo su maximo de expres&ngcano al amanecer
(Figuras R.4.3, R.4.7 y R.4.8). De este modo, aopmédximo de la
concentracion citosélica del metal y la expresi@h wansportador podrian
producirse con un desfase de alrededor de 12 horas.

Ademas, diferentes herramientas informéticas (RigiR.4.22) y
nuestros propios resultados (Figura R.4.21) muesuaSPL7y SPL3tienen el
mismo patrén de oscilacion q@OPT2en condiciones de ciclos luz/oscuridad.
Curiosamente, los méaximos de expresiorC@PT2y SPL7coinciden con los
descritos para los genes nucleares del gy y CCAL (Mizoguchi et al.,
2002).

También se ha descrito la oscilacion diurna deniesles de cuatro
MiRNAs deArabidopsis incluyendo elmiR398y su dianaCSD2 (Siré et al.,

2009), lo que sugiere que la influencia de la lszxkave en la respuesta a la
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deficiencia de Cu. Efectivamente, aunque las ptantioladas todavia
mantienen la regulacion de genes en deficienci€uen la mayoria de los
casos (Figuras R.4.17, R.4.18, R.4.19, R.4.20 y.2R)4 la luz exacerba
notablemente la expresion de los genes diana d®reeostasis del Cu. En
concreto, la expresion deOPT2se encuentra atenuada en plantas etioladas,
pero todavia es ciclica entre 0y 12 h con resectmndiciones LDHC (Figuras
R.4.3 y R.4.7). Sin embargo, la expresion de a@asportador de la familia
COPT,COPT3 que no tiene elementos de regulacién por defidete Cu en
su promotor, se induce en plantas etioladas copeces a las condiciones
LDHC. Este hecho sugiere que la entrada de Cu xterier, a través de
transportadores de la membrana plasmatica como CQPTOPT2, podria
estar separada temporalmente de la entrada dep@artiade compartimentos
internos, mediada entre otros por COPT3.

Las diferencias de regulacion observadas podeisidir en la presencia
de diferentes combinaciones de elementos reguladpresentes en los
promotores de los genes estudiados. El andlisisoslepromotores de los
miembros de la familias COPT y de las ATPasas Bp@HMA) indica la
presencia de posibles elementos asociados comguéacgn circadiana (Tabla
R.4.1). Por otra parte, el promotor del factor dedcripcionSPL7 también
posee elementos circadianos (Tabla R.4.1). Sin eyobeal promotor dé&SD1
carece de éstos, aunque tiene elementos reguladioress (Tabla R.4.1), lo
que podria explicar la pérdida de la oscilaciér@mdiciones continuas (Figura
R.4.8) y sugiere un papel de FSD1 en la destoxificade ROS generados de
la exposicion a la luz, como ya se ha descrito §&B2 (Sunkar et al., 2006).

Tomados en conjunto, los resultados de este trabhajieren que el
oscilador central del reloj circadiano, compuestddcles de retroalimentacion
transcripcionales y postraduccionales, se podnigiderar como un integrador
entre los ciclos ambientales externos de luz y éatpra y los ciclos internos

de transporte de metabolitos citosolicos (Figura).DDicha integracion
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permitiria aumentar la robustez del oscilador egénpara, de ese modo,
compensar la falta de ritmicidad de los ciclos ewe e internos podrian
provocar en el reloj.

Ademas del transporte de Cu, se ha descritollzeimia reciproca entre
el reloj circadiano y otras oscilaciones tales cden@oncentracion de calcio
citosdlico, el cambio de pH del estroma y los cashiedox intracelulares
(Figura D.8). Las oscilaciones circadianas de laceatracion de calcio
adquieren especial importancia para la actividad ndenerosas enzimas
dependientes de calcio y en procesos regulado®lpaoj (Johnson et al.,
1995). Por otro lado, las reacciones de la fasdénhsa de la fotosintesis
desencadenan cambios en la concentracion de psotdmeque produce
fluctuaciones diurnas en el pH del estroma que ig@ah en la
activacion/desactivacion de enzimas como la Rubig@emas, el estado redox
de los grupos tiol de determinados residuos deinstclaves para la estructura
y funcion de las proteinas, puede verse afectaddaponion de Cu a dichos
grupos (Ochiai, 1995; Koch et al., 1997; Desidexd &alconi, 2003; Yang et
al., 2006). Recientemente, también se ha afadidmiaeostasis del Fe a la
creciente lista de bucles interconectados con @lader central (Chen et al.,
2013; Hong et al., 2013; Salome et al., 2013), le gpoya y amplia la
interconexion entre los metales de transicionnglej circadiano descritos en el

presente trabajo.
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Figura D.8. Modelo global de bucles de retroalimemtcion interconectados con el
oscilador circadiano. El nucleo del oscilador central esta entrenado geffales
medioambientales, como los ciclos de luz y tempesay conectado con osciladores
bioquimicos endégenos, tales como el metabolisrhaaleio (C&") o la homeostasis
metdlica, lo que le permite adaptarse a las osoilas en las condiciones intracelulares
derivadas de los cambios en el estado redox o @i alel estroma. Modificado de
(Perea-Garcia et al., 2010).

Este trabajo muestra la necesidad de afadirriasndiones espaciales y
temporales al estudio de las redes de la homesastasinetales de transicion,
como el Cu y el Fe, y de incluir su conexién cos fitmos circadianos y con
las oscilaciones en las condiciones bioquimicaadetulares. De este modo, se
pueden llegar a integrar los mecanismos de asiidilactransporte de metales
de forma global en las plantas superiores pargpiir e incluso poder llegar
a predecir las respuestas a los cambios ambient@et internos como
externos.
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Conclusiones

Se han establecido las condiciones para el cretimae plantas en medios

deficientes y con exceso de Cu en diferentes séste® cultivo.

La validacion de la expresidn génica tras un aisafjlobal realizado en
condiciones de deficiencia y exceso de Cu ha pgoniteterminar si existe

dependencia del factor transcripcional SPL7.

Las expresiones de los gerneASy SDH1-2implican al cloroplasto y la
mitocondria, respectivamente, en las respuest@&u at se pueden utilizar

como nuevos marcadores moleculares del conteniitigeno de Cu.

Las cinéticas de expresion de dos marcadores deethefa de CUFSD1y
COPT2 cuando las plantas se transfieren a medios deredie contenido
metalico, indican que los tiempos de respuestadifferentes para ambos

genes y que su expresion es ciclica.

El factor de transcripcion SPL3 participa en la resfjuenediada por SPL7
en condiciones de deficiencia severa de Cu, yalasmbreexpresion de
SPL3 provoca la atenuacion de dicha respuesta proonete el desarrollo

de las plantas SPP3en estas condiciones. Ademas, la regulacion dgerci

por losmiR156y 172 sobre SPL3 es dependiente del contenido de Cu.

El mutante de pérdida de funciéapt2-1presenta una mayor resistencia a
la clorosis férrica, lo que pone de manifiesto &acién entre los
micronutrientes Cu y Fe. La expresion @®PT2esta potenciada en la
doble deficiencia metalica, mientras que otrasuesias a la deficiencia de
Cu estan atenuadas en la doble deficiencia, loioydica una mayor

expresion de las SOD en el mutante. Sin embargan@isis global de los
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cambios de expresion génica en el mutante reveldagbase del fenotipo
podria radicar en el papel del transporte de Culjade por COPT2, en la

sefalizacion por ayuno de Pi.

e El andlisis global de los cambios de expresion @émin plantas WT y
COPTE indica que la homeostasis del Fe y el estrés tixaasi como la
sefalizacion por ABA, en la que podria particiddiaetor NAC87, forman

parte de la respuesta diferencial del mutante.

» Para testar la hipotesis de la regulacion recipeot@ el reloj circadiano y
la homeostasis del Cu, hemos determinado que leesxp de los genes
nucleares del reldjHY y CCA1, asi como la de algunas de sus dianas, esta
regulada por Cu en plantas WT y COPT las cuales muestran fenotipos
asociados a alteraciones del reloj circadiano gegm&an dificultades para

progresar en condiciones continuas.

e La deteccion continua de la actividad luciferasagigia por promotores
inducibles por deficiencia de Cu pone de manifiésteegulacion diurna y
circadiana en la expresion de los geR80O1y COPT2 respectivamente.
Ademas, la luz juega un papel intensificador dexjresion de éstos y de
otros genes, lo que muestra la necesidad de integraspectos temporales

en la caracterizacion de la homeostasis metalica.
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